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Resumé 
At kunne opbevare biologisk materiale, såsom celler, i længere tid uden for organismen, uden tab af 
viabilitet, er et vigtigt element i sygdomsbehandling. En ofte anvendt metode i denne sammenhæng er 
kryopræservering, selvom der er en række problemer forbundet med denne metode. 
 
Under kryopræservering af biologisk materiale udsættes cellerne for en række skadelige processer. En af 
disse processer er en dynamisk omstrukturering af iskrystallerne kaldet rekrystallisation. 
Antifryseproteiner (AFP), der indgår som et adaptivt forsvar mod isdannelse i en række forskellige 
organismer, har vist sig at modvirke rekrystallisation. Det er derfor blevet undersøgt i fryseforsøg, om 
proteinerne i kraft af denne egenskab, kan forbedre cellers overlevelsesmuligheder ved 
kryopræservering. Indtil videre er kun AFP fra fisk blevet undersøgt i denne sammenhæng, og disse har 
vist sig kun at være fordelagtige ved lave koncentrationer. Ved høje koncentrationer forårsager 
proteinerne skadelig spikulær isvækst, hvilket skader cellerne, og nedsætter overlevelsen kraftigt. AFP 
fra insekter binder til is på en anden måde, og forårsager ikke denne skadelige form for isvækst. I dette 
projekt blev der undersøgt, om AFP fra insekter kunne anvendes til kryopræservering med større succes. 
 
Suspenderede nyreceller af cellelinjen A6 blev kortvarigt kryopræserveret i ringermedie med 10 % 
DMSO ved -196 °C. Mediet var tilsat forskellige proteinopløsninger, herunder AFP fra billen Rhagium 
mordax, kontrolproteinerne Glutathion-S-Transferase (GST) eller albumin (BSA) eller en blanding af 
både GST og AFP. Efter kryopræserveringen blev cellernes viabilitet bestemt via farvning med trypan 
blå. I forsøgene blev parametre, der er særligt vigtige for cellernes overlevelsesmuligheder, kontrolleret, 
og nogle af disse blev varieret forsøgene imellem, for at undersøge hvilke skadelige processer AFP havde 
indvirkning på. 
 
Resultaterne viste, at tilsætning af AFP medførte enten en klar forbedring af overlevelsen eller en klar 
forringelse. Opfølgende forsøg viste, at denne observation sandsynligvis kunne relateres til en varierende 
grad af underafkøling, der skete i prøverne, før isdannelsen indtræf. Underafkøling associeres med en 
forbedring af overlevelsen, mens manglen på samme medfører en forringelse. En modsat tendens blev 
observeret for kontrolproteinerne. Dette tyder på at AFPs effekt er relateret til dynamikken omkring 
isdannelsen, og at denne effekt er proteinspecifik. Resultaterne viste også, at prøver med AFP beholdte 
en stabil overlevelsesrate, selvom varmeraten blev sænket, og omfanget af skadelig rekrystallisation 
normalt ville øges. I prøver uden AFP havde en lav varmerate større konsekvens for overlevelsesraten. 
Det blev også påvist at høje koncentrationer af AFP kunne med fordel anvendes, og bekræfter altså 
hypotesen om, at man ved brug af AFP fra insekter, kan undgå den skadelige ismorfologi, der følger med 
høje koncentrationer af AFP fra fisk. Udfordringen er nu at kunne styre den umiddelbare tilfældige 
opdeling af overlevelsesraterne, som disse forsøg viser, der følger med brugen af AFP fra insekter. Hvis 
dette lykkedes, kan AFP fra insekter med fordel anvendes til kryopræservering frem for AFP fra fisk. 
 
Forsøgene viste også, at GST, som blot var tiltænkt at fungere som kontrolprotein, havde en stabil positiv 
effekt på cellernes overlevelsesrater. Proteinets funktion er at neutralisere reaktive elektrofile 
komponenter, og den positive effekt, der blev observeret i kryopræserveringen, er sandsynligvis 
forbundet med dette. GST yder dog ikke beskyttelse mod rekrystallisation i samme grad som AFP, så 
disse to proteiner kan med fordel kombineres. GST og AFP har altså her vist, at kunne forbedre 
kryopræserveringen af celler på forskellige måder, og det må forventes at flere andre proteiner ligeledes 
kan have en gavnlig effekt. At inddrage specifikke proteiner i kryomedier ser derfor ud til at være en god 
mulighed for at forbedre fremtidige præserveringer. 
  
 
  
Abstract 
The ability to preserve living materiel, such as cells, without losing its viability, is a vital part in the 
treatment of many diseases. A common method to do this is by cryopreservation. This method, however, 
gives rise to a series of problems. 
 
The cells are exposed to a series of harmful processes during cryopreservation. One of these is a dynamic 
remodelling of the ice crystals called recrystallization. Antifreeze proteins (AFP), an adaptive defence 
against ice formation among various species, can prevent this recrystallization. Due to this quality, it has 
been examined whether the proteins can be used to improve the recovery rate of cryopreserved cells. So 
far, the experiments have been limited to fish AFP, which have shown to be beneficial only when used 
in low concentration. High concentrations cause a spicular ice growth, resulting in a major decrease in 
cell survival. Insect AFP, however, binds ice in a fundamental different way, and thereby avoids this 
damaging spicular ice growth. In the present study, insect AFP were applied to cryopreservative media 
with the objective to test if these AFP could be used in cryopreservation with greater success, than seen 
earlier with fish AFP. 
 
Suspended kidney cells (A6), were briefly cryopreserved in ringer-medium containing 10 % DMSO at -
196 °C. Solutions containing cells with different proteins added were studied. The proteins added were: 
AFP from the beetle Rhagium mordax, control proteins Glutathione-S-Transferase (GST) or Bovine 
Serum Albumin (BSA) or a mixture of both AFP and GST. The viability of the cells was determined with 
the trypan blue staining method. Key parameters, important for the survival of the cells, were varied 
and/or controlled in the experiments, in order to determine in what relations and processes the AFP 
affected the survival of the cells. 
 
The results showed that the AFP either caused a clear improvement of the survival rate, or a clear 
reduction. Subsequent experiments showed that this observation is likely to be caused by a varying 
degree of supercooling in the samples, before the freezing occurred. Supercooling was here associated 
with an improvement of the survival rate, whereas no supercooling caused a reduction of the survival 
rate. An opposite tendency was observed in samples containing control proteins. This indicates that the 
effect of AFP is related to the dynamics of the ice formation, and that this effect is protein specific. 
Furthermore, the results showed that samples with AFP retained a stable survival rate when the rate of 
heating was lowered, and the harmful recrystallization thereby was enhanced. The survival rate 
decreased in samples not containing AFP, when the heating rate was lowered. The results also showed 
that high AFP concentrations increased the survival rate, which strengthen the hypothesis that the 
usage of insect AFP does not lead to damaging spicular ice formation as seen in samples with fish AFP. 
The hurdle appearing is to control the somewhat random partitioning of the survival rates the usage of 
insect AFP seems to cause, according to these studies. If this can be done, insect AFP could be an evident 
tool in cryopreservation, and to be preferred over fish AFP. 
 
The experiments performed also showed that GST, which was intended to function just as a control 
protein, caused a stable, positive effect on the cell survival. The original function of GST is to neutralize 
reactive electrophilic components. The positive effect seen in these experiments is probably connected 
to this function. GST did not protect cells against recrystallization in same degree as the AFP. 
Combining these two proteins therefore seems beneficial. To sum up, the present study showed that 
AFP and GST could improve the survival rates of cryopreserved cells in different ways, and it is 
therefore to be expected that other proteins can be beneficial. To involve specific proteins in cryomedia 
could thus be used to improve cryopreservation in the future. 
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1 Indledning 
Kryopræservering er et vigtigt redskab i flere dele af videnskaben. Begrebet er defineret som opbevaring 
af biologisk materiale under frysepunktet, uden tab af viabilitet. Dette biologiske materiale kan være 
celler, væv, organer eller sågar hele organismer. Fordelen og idéen med kryopræservering er at stoppe de 
biokemiske processer i det biologiske materiale.  
 
Kryopræserveret materiale ændrer ikke sin genetiske profil under opbevaringen, og er derfor et vigtigt 
redskab i forskning med bakterie- og cellelinjer. Spontane mutationer opstår løbende i bakterier når de 
vokser, hvilket betyder man hurtigt vil miste en bestemt genetisk profil, hvis ikke det var muligt at 
inaktivere processerne. Kontinuerlige cellelinjer vil ligeledes kunne mutere. Her spiller også en 
forældelsesproces ind, hvilket begrænser levetiden. Disse problemer undgås også ved kryopræservering. 
 
En anden fordel ved kryopræservering er, at materialet bliver metabolisk inaktivt, og skadelige 
metabolitter, reaktive oxygener og lignende produceres ikke, og ophobes derfor ikke i materialet. Dette 
er en nødvendighed, hvis biologisk materiale skal opbevares i længere tid. Når levende biologisk 
materiale fjernes fra organismen, forsvinder samtidig mulighederne for at fjerne metabolitter og tilføre 
ny energi. Det skal derfor inaktiveres – kryopræserveres.  
 
Der er mange komplikationer i forbindelse med kryopræservering, og det er derfor endnu ikke muligt at 
præservere større organer, og metoden begrænses derfor til celleopløsninger og i visse tilfælde væv, hvor 
succesraten er meget højere. Derfor er kryopræservering også et yndet redskab til opbevaring af 
donerede ægceller, sædceller, røde blodceller med mere, som skal opbevares på ubestemt tid, indtil en 
recipient får brug for dem. 
 
Nedkøling af celler til temperaturer langt under frysepunktet, uden at disse mister viabilitet i en 
betydelig grad, er ikke et simpelt forløb. Der er mange skadelige processer, der finder sted både under 
frysning men også ved optøningen. For at få acceptable overlevelsesrater er man nødt til at tilsætte 
specifikke komponenter til kryomediet, som modvirker de værste skader. Disse komponenter kaldes 
kryoprotektanter. 
 
Kryoprotektanterne er desværre ofte toksiske ved høje temperaturer og ved høje koncentrationer, hvor 
de ellers ville være nyttigst, og dette komplicerer brugen af dem. Der skal så at sige balanceres mellem 
den gunstige og skadelige effekt. Meget forskning inden for kryopræservering har fokuseret på at finde 
de bedste sammensætninger af kryoprotektanter, samt nyere og mindre skadelige kryoprotektanter, som 
kunne anvendes i stedet. Der er dog endnu ikke udviklet et optimalt kryomedie, som ikke har nogle 
uønskede bivirkninger, og der er derfor stadig plads til forbedringer. 
 
I en anden gren af kryobiologien, er antifryseproteiner (AFP) ved at vinde indpas. Disse proteiner findes 
naturligt i blandt andet en række fisk og insekter, der lever i egne, hvor temperaturer under 
frysepunktet ofte forekommer. AFPs funktion er at forhindre isdannelse i organismen, når deres 
kropsvæsker når temperaturer så lave, at de under normale omstændigheder ville fryse til is. En sådan 
isdannelse vil ofte føre til alvorlige vævsskader og kan være dødelige.  
 
Der forskes stadig meget i måden, hvorved AFP forhindrer isdannelse. Der er dog konsensus om at AFP 
binder til iskrystallers overflade, og forhindrer en yderligere isdannelse, og derved sænker opløsningens 
frysepunkt. Især AFP fra insekter har vist sig effektive til dette, og man har, in vitro, observeret en ikke-
kolligativ frysepunktsnedsættelse på op til 7 °C forårsaget af disse proteiner alene. Disse målinger af AFPs 
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aktivitet kræver at der er lidt is til stede i opløsningerne, da almindelig underafkøling af opløsningerne 
ellers ville finde sted. Udover at have en effekt på isdynamikken under frysningen, har AFP også vist sig 
at kunne forhindre rekrystallisation – en proces der menes at være en af de mest skadelige for cellerne i 
forbindelse med kryopræservering. 
 
I dette projekt undersøges, om tilsætning af insekt-AFP til frysemedier vil kunne øge overlevelsen af 
celler, i kraft af den effekt på isdynamikken disse proteiner har. AFPs oprindelige funktion er at 
forhindre isvækst og sænke frysepunktet. I dette projekt undersøges AFPs effekt i scenarier hvor 
isdannelse derimod indtræffer, og om proteinerne her vil kunne bidrage til bedre overlevelses-
muligheder for kryopræserverede celler.  
 
Opgaven indeholder teori omkring de mekanismer, der finder sted ved frysning, både i forbindelse med 
skader på celler, og hvordan AFP virker på isdannelsen. Den teoretiske introduktion er meget 
omfattende, således at den senere hen vil kunne bruges som opslagsværk. På baggrund af teorien 
opstilles en hypotese om, hvordan og hvorfor AFP forventes at have en positiv effekt på cellers 
overlevelsesrater i forbindelse med kryopræservering, og ud fra dette er metoden udviklet. 
  
Teoretisk introduktion 
 
3 
 
2 Teoretisk introduktion 
Dette kapitel giver læseren en teoretisk introduktion til de relevante emner i forbindelse med opgaven. 
Dette er en gennemgang af vigtige dele af faseovergangen fra vand til is, organismers tilpasning til lave 
temperaturer, kryopræservering, kryoprotektanter og antifryseproteiner. Denne teori bruges 
efterfølgende til at opstille en hypotese om, hvordan antifryseproteiner kan forbedre resultaterne af 
kryopræserveringer. 
2.1 Is 
I dette afsnit beskrives de emner inden for is og overgangen til is, der er vigtige i forbindelse med 
kryopræservering af celler, herunder de fysiske forandringer ved overgangen til is og hvilke faktorer der 
spiller ind på denne overgang. Herudover beskrives den dynamik, der finder sted i isen efter frysning, og 
hvad der forårsager dette. Endelig beskrives også den amorfe fase, glas, som vand kan overgå til i stedet 
for is. Hvordan dette får indflydelse på levende celler beskrives i afsnit 2.3. 
2.1.1 Istyper 
H2O findes i tre forskellige faser – gas, væske og fast form. Her beskrives kort de fysiske forandringer, 
vand gennemgår ved overgangen til is. 
 
På trods af sin forholdsvise lille molekylestørrelse, er H2O flydende ved stuetemperatur. Dette skyldes de 
stærke intermolekylære hydrogenbindinger mellem O og H på forskellige vandmolekyler. I væskefasen 
er vandmolekylerne meget bevægelige og uorganiserede, men ved overgangen til is danner de en 
gitterstruktur. Ved denne overgang udvider H2O sig, som det eneste kendte ikke-metaliske stof. Denne 
ekspansion forårsages af de stærke intermolekylære hydrogenbindinger som forhindrer molekylerne i at 
blive pakket lige så tæt som i væsken, illustreret i Figur 1, og medfører en volumenforøgelse på 9 % 
[Zumdahl & Zumdahl, 2003]. Denne forøgelse af volumen er en af de væsentligste skadelige faktorer i 
forbindelse med frysning af biologisk materiale, sammen med intracellulær isdannelse og 
opkoncentrering af solutter, som beskrives senere i afsnittet. 
 
Selvom H2O molekylerne i is er bundet sammen som i et gitter, kan gitterstrukturerne se forskellige ud, 
alt efter hvilket tryk og hvilken temperatur isen er dannet ved. I dag kendes 15 termodynamisk stabile 
isstrukturer [Salzmann et al., 2009], men den mest almindelige er type I. Denne type is fremtræder ved 
tryk under 103 atm, og i temperaturintervallet fra frysepunktet og ned til ca. -200 °C.  
 
Type I is findes på to former – heksagonal is (Ih) (Figur 1) og kubisk is (Ic). Kubisk is findes primært ved 
temperaturer under -100 °C, og dannes kun ved en direkte overgang fra væske eller gas, og kan ikke 
  
Figur 1. Molekylemodellering af vand (til venstre) og struktureret heksagonalt is (til højre) [Matsumoto et al., 2002]. 
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dannes fra andre istyper. Den kubiske isfase er en metastabil fase, som irreversibelt vil blive til 
heksagonalt is ved faseskift [Johari, 1998]. Heksagonal isstruktur er derfor den oftest forekommende 
struktur af type I is, og er den eneste type der er relevant i forbindelse med dette projekt. Det vil derfor 
være denne type is der menes, når is omtales i opgaven. 
2.1.2 Faseovergang 
Det der overordnet afgør, om H2O findes som væske eller fast form ved en given temperatur, er 
damptrykket de to faser hver især har. Damptrykket falder med temperaturen, men vil for is falde 
hurtigere end for væske. Dette betyder, at is vil have et lavere damptryk end vand ved lave 
temperaturer, hvilket er illustreret med Figur 2. Damptrykket afspejler molekylernes energitilstand, og 
medfører derfor, at molekylerne vil befinde sig i den fase, hvor damptrykket er lavest, ved den givne 
temperatur [Poynting, 1880].  Frysepunktet er derfor defineret som den temperatur, hvor vandets 
damptryk er det samme som isens vanddamptryk. I rent vand, og et tryk på 1 atm, er dette ved 0 °C. Ved 
denne temperatur vil antallet af molekyler der pr. tidsenhed går fra væske til fast form, og vice versa, 
være det samme. Dette er den eneste temperatur hvor 
vand og is kan forekomme samtidig, uden at være i 
termisk ustabile formationer [Zumdahl & Zumdahl, 
2003]. 
 
Ved faseovergang fra vand til is, bliver molekylerne, som 
tidligere nævnt, omarrangeret. Strukturen i væskefasen 
har svagere hydrogenbindinger end den faste gitter-
struktur i is, hvilket betyder, at vandmolekyler har en 
højere energitilstand. Når vand fryser til is, falder 
energitilstanden, og der afgives varme. Denne energi 
kaldes latent fusionsvarme, eller bare latent varme, og er 
på 6,02 kJ/mol H2O. Tilsvarende energi kræves til at bryde 
hydrogenbindingerne, når overgangen sker fra is til vand 
[Zumdahl & Zumdahl, 2003]. 
2.1.3 Nukleation og underafkøling 
Normalt antager man, at vand fryser til is, når det kommer under 0 °C ved 1 atm. Dette er dog ikke altid 
tilfældet. I dette afsnit beskrives tilstanden hvor vand forekommer ved temperaturer under sit 
frysepunkt, samt hvad der gør denne tilstand mulig. 
 
Det termodynamiske ekvilibrium mellem H2O’s faser er defineret til de afgrænsende linjer som ses i 
fasediagrammer. Praktisk finder selve overgangen ofte sted uden ekvilibrium. Især overgangene fra 
damp til vand, fra damp til is og fra vand til is kan afvige meget fra det termiske ekvilibrium. Disse tre 
overgange går alle mod et lavere molekylært energistadie. Den fase stoffet er i, når det befinder sig 
mellem det termiske ekvilibrium og faseovergangen, kaldes for en metastabil fase, da det her er 
tilbøjeligt til at overgå til den mere energifavorable fase [Lee et al., 1995]. Dynamikken bag de forskellige 
overgange i forskellige stoffer er den samme. I dette afsnit tages der udgangspunkt i overgangen fra 
væske til fast form. 
  
Årsagen til at vand ikke fryser til is, så snart det når under frysepunktet, skyldes at der kræves en vis 
aktiveringsenergi for at starte fryseprocessen [Kornyushin, 2000]. I væskefasen bliver der konstant 
dannet og nedbrudt små flygtige isaggregater. Ved temperaturer over frysepunktet vil disse altid opløses 
igen efter meget kort tid, fordi damptrykket for isaggregatererne vil være højere end det omgivende 
Figur 2. Damptryk af is og vand, som funktion af 
temperaturen 
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vands. Køles vand ned under dets frysepunkt, vil der ikke ske et faseskift før et tilstrækkeligt stort 
isaggregat spontant dannes, og vil igangsætte isdannelsen, som vil forløbe indtil der igen er kommet 
ligevægt mellem de to damptryk. Sådanne isaggregater kaldes isembryoner, idet de er forløbere for 
isdannelsen, og selve processen, hvor et embryon starter isdannelse, kaldes en nukleation [Lee et al., 
1995]. En opløsnings frysepunkt er altså ikke nødvendigvis det samme som nukleationstemperaturen. 
 
Nukleation deles op i to typer – homogen og heterogen nukleation. Når nukleation finder sted i rent 
vand, og derfor kun forårsages af aggregering af vandmolekyler, siges den at være homogen. Ofte er der 
andre komponenter til stede i vandet, som i sig selv kan bidrage til nukleationen, og fremme processen 
betydeligt. Sådanne komponenter kaldes nukleatorer, og nukleationen siges at være heterogen når disse 
er indblandet [Langham & Mason, 1958].  
 
I dette projekt arbejdes med mange komponenter i fryseopløsningerne, og nukleationen forventes derfor 
at være heterogen. For at forstå hvordan heterogen nukleation fungerer, er det nødvendigt først at forstå 
homogen nukleation. Som nævnt tidligere har både tryk og temperatur stor indflydelse på 
faseovergangen, men da der altid anvendes tryk på 1 atm i dette projekt, er følgende afsnit afgrænset til 
temperaturens indflydelse. 
 
Homogen nukleation 
Grunden til at kun nogle embryoner er tilstrækkeligt store til at forårsage en nukleation, skyldes at der 
er to modsatrettede kræfter der spiller ind, og afgør om processen er energifavorabel. De kræfter der 
modvirker nukleationen ved at øge den frie energi, og derved gør processen mere ufavorabel, er 
overfladearealet på embryonet [Lee et al., 1995; Best, Internet1]. Et større overfladeareal betyder mere 
overfladespænding mellem de to faser, og derfor en større stigning i energitilstanden. Antager man at 
embryonerne er kugleformede, vil de have et overfladeareal som afhænger af deres radius (r): 
 
𝑂𝑣𝑒𝑟𝑓𝑙𝑎𝑑𝑒𝑎𝑟𝑒𝑎𝑙 = 4𝜋 ∗ 𝑟2     (1) 
 
De kræfter der favoriserer nukleationen er relateret til volumen af embryonerne, da den frie energi er 
lavere i isstrukturen end vandstrukturen [Lee et al., 1995; Best, Internet1]. Et større volumen medfører 
flere molekyler i den lave energitilstand, og gør processen mere favorabel. Voluminet af embryonet kan 
ligeledes defineres ud fra dets radius: 
 
𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 =  
4
3
𝜋 ∗ 𝑟3      (2) 
 
Da både overfladearealet og volumen af embryonet er proportionelt med ændringen i embryonets frie 
energi (dog i hver sin retning), kan de begge illustreres i en energi/radius graf, hvis de ganges med en 
konstant som modsvarer henholdsvis overfladespænding per overfladeareal (β), og ændring i fri energi 
fra vand til is per volumen (α). Dette er blevet gjort i Figur 3. Trækkes de to kræfter fra hinanden, fås et 
udtryk for den samlede energiændring i den frie energi, afhængigt af embryonets radius: 
 
𝛥𝐺 = 4𝜋 ∗ 𝑟2 ∗ 𝛽 −
4
3
𝜋 ∗ 𝑟3 ∗ 𝛼     (3) 
 
Hvor ΔG er ændringen af den frie energitilstand i opløsningen, når et embryo med radius r dannes. 
 
Idet overfladearealet, som ganges med en større samlet faktor end volumen (4π*β > 4/3π*α), stiger i 2. 
potens (Ligning (1)), mens voluminet stiger i 3. potens (Ligning (2)), når radius øges, fås en stigende 
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kurve ved lave radier, og faldende ved højere radier (den grønne kurve i Figur 3). Denne kurve afspejler 
den energibarriere (ΔG*) embryonet skal overvinde for at starte nukleationen. For at nukleationen sker, 
skal embryonet bestå af et bestemt antal molekyler [Turnbull & Fisher, 1949], og derved opnå en 
bestemt radius – kaldet den kritiske radius (r*) [Lee et al., 1995; Best, Internet1]. 
 
Både den kritiske frie energi [Fletcher, 1959] og den kritiske radius [Sun, 2006] afhænger af 
temperaturen – eller graden af underafkøling. Jo mere vandet underafkøles jo mindre bliver de to 
kritiske værdier [Hobbs, 1974]. Dette skyldes blandt andet at ændringen i fri energi per volumen bliver 
større [Jones, 2002], og derfor vil få den røde kurve på Figur 3 til at falde kraftigere, og derved også 
ændre den kritiske radius. Eksempelvis er den kritiske radius i vand 0,8 nm ved -40 °C og 7,0 nm ved -5 
°C [Lee et al., 1995]. Grænsen for underafkøling af homogent vand ligger omkring de -40 °C, hvorefter 
en spontan nukleation er uundgåelig, på grund af at den kritiske radius her er så lille. Disse lave 
nukleationstemperaturer kan kun opnås, når voluminet der fryses er i en størrelsesorden på få µl 
[Mossop, 1955; Kuhns & Mason, 1968]. 
 
En anden måde at forklare nukleationen på, som også relaterer til størrelsen af embryonet, er via 
damptryk frem for energitilstande. Is’ vanddamptryk afhænger af kurvaturen på iskrystallen – jo 
skarpere kurvatur (mindre iskrystal) jo større damptryk, og jo mere flygtig vil embryonet være. Opstår 
en tilstrækkelig blød kurvatur (stor iskrystal), vil damptrykket falde, og en stabil iskrystal vil dannes. 
Denne model giver også en kritisk radius (kurvatur) der skal til, for at starte nukleationen, og kan derfor 
også beskrives med Figur 3. Som sagt forklares barrieren i denne model med et damptryk der skal 
overvindes (via radius), frem for energi relateret til volumen og overflade, men den kritiske radius 
forbliver dog den samme. 
 
I forbindelse med nukleation arbejdes der ofte med sandsynligheden for nukleation. Den løbende 
formation og nedbrydning af embryoner er uforudsigelig, og dermed er tidspunktet for dannelsen af et 
embryon med en kritisk størrelse også uforudsigelig [Baldwin & Vonnegut, 1982; Barlow & Haymet, 
1995]. Man taler derfor ofte om sandsynligheden for nukleation ved givne temperaturer. 
 
En gammel formel for sandsynligheden for nukleation [Turnbull & Fisher, 1949], som har været brugt i 
mange, år er for nylig blevet revideret, og ’den klassiske nukleationsmodel’ er blevet udskiftet med ’to-
trins-modellen’ [Erdemir et al., 2009]. Ikke meget adskiller de to modeller. Begge modeller beskriver 
 
Figur 3. Skitse af ændringen af fri energi som funktion af overfladespænding (blå) og faldet af 
molekylær potentiel energi (rød) i embryonerne, samt summen af disse funktioner (grøn). 
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sandsynligheden for at nok molekyler samles til at danne et embryo af en kritisk størrelse. I to-trins-
modellen er der yderligere tilføjet sandsynligheden for at molekylerne skal arrangere sig i krystalgitteret 
[Knezic et al., 2004], illustreret med Figur 4. 
 
Ofte ses der afvigelser mellem modelleringer og empiriske forsøg, og udefinerede faktorer tilføjes, for at 
tilpasse modellerne. Problemet med at få en præcis forståelse af processen er stor, da nukleationen sker 
ved et lille antal molekyler og finder sted så hurtigt. En anden problematik er at opnå helt rene væsker, 
og derved sikre at der er tale om homogen nukleation. Ofte foretages simplificeringer i forbindelse med 
modelleringen [Erdemir et al., 2009], og muligvis derfor ses der ofte små variationer i litteraturen i de 
nedenstående formler. 
 
Nukleationsraten J er givet ved: 
𝐽 = 𝐴 ∗ 𝑒 
−𝛥𝐺
𝑘∗𝑇
      (4) 
 
Hvor A er en kinetisk faktor (konstant), 𝛥𝐺∗ er energien til at starte nukleationen, k er Bolzmanns 
konstant og T er temperaturen i Kelvin [Fletcher, 1959; Lee et al., 1995; Sear, 2007]. Sandsynligheden for 
nukleation er fundet sted efter tiden t er: 
 
𝑁
𝑁0
= 𝑒−𝐽∗𝑉∗𝑡
𝛼
     (5) 
 
Hvor N er antallet af ukrystalliserede prøver, og N0 er det samlede antal prøver. Forholdet mellem disse 
to er derfor sandsynligheden for krystallisation, V er voluminet af prøven og α er den ekstra parameter 
tilføjet i to-trins-modellen, som afspejler sandsynligheden for arrangeringen af molekylerne til en 
iskrystal [Knezic et al., 2004]. Lee et al. har via en formel fra Götz et al. (som dog er en forsimpling af 
ovenstående) udledt, at for hver grad af underafkøling øges sandsynligheden for nukleation med en 
faktor på knap 50 [Götz et al., 1991; Lee et al., 1995]. 
 
På grund af den energi der skal til for at starte nukleationen, afhænger den homogene nukleation i høj 
grad af temperaturen, og kan finde sted langt under det egentlige frysepunkt. Nukleationen afhænger af 
to tilfældige processer - fluktuation af molekyler og arrangeringen af disse molekyler til et embryo af 
kritisk størrelse. Derfor har volumen af væsken også en rolle, da større voluminer betyder flere 
molekyler, og derved større sandsynlighed for at nogle af disse starter en nukleation. Uanset hvor stor 
volumen er, skal der kun én nukleation til, for at bringe opløsningen tilbage til ekvilibrium mellem is og 
vand. I kraft af at nukleation bygger på tilfældigheder, og tiden derfor også er en faktor, vil en høj 
kølerate kunne bidrage til at opnå større underafkølinger før nukleationen finder sted [Bigg, 1953; 
Kuhns & Mason, 1968].  
 
Figur 4. Illustration af den klassiske og den ny to-trins-nukleationsmodel, hvor et ekstra trin hvor 
molekylerne skal arrangeres korrekt er indført i nukleationsprocessen [Erdemir et al., 2009]. 
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Heterogen nukleation 
Når nukleationen fremmes af fremmedlegemer i væsken, siges der at være tale om en heterogen 
nukleation. Fremmedlegemerne kaldes nukleatorer, og kan findes i mange afskygninger. Fælles for dem 
er, at de øger sandsynligheden for nukleation ved en given temperatur, i forhold til den der forekommer 
ved homogen nukleation, da de lokalt sænker aktiveringsenergien for nukleation. 
 
Heterogen nukleation inddeles i forskellige grupper, alt efter hvordan nukleationen er blevet sat i gang. 
De to mest almindelige grupper kaldes ’contact freezing’ og ’immersion freezing’. Contact freezing 
beskriver den proces, hvor en udefrakommende komponent kommer i kontakt med en underafkølet 
væske, og øjeblikkeligt forårsager en nukleation. Immersion freezing sker når en komponent, som hele 
tiden har været til stede i den underafkølede væske, starter en nukleation [Hobbs, 1974; Vali, 1985]. 
 
Årsagen til at nukleationen øges af bestemte komponenter, skyldes at når isembryoner dannes på 
overfladen af disse, ændres forholdet mellem volumen af embryonet og overfladearealet mellem 
embryonet og væsken. Denne ændring medfører at der skal færre molekyler til at lave et embryo med en 
kritisk radius, og derved forårsage en nukleation. 
 
Termodynamikken bag heterogen nukleation tager udgangspunkt i homogen nukleation, da der her også 
tales om embryoer og kritiske størrelser. Forskellen på de to nukleationsmekanismer bunder kun i 
introduktionen af en nukleator. Simplificeres nukleatoren, til at kunne beskrives som en kugle, kan 
energibarrieren der skal overvindes for at forårsage heterogen nukleation (𝛥𝐺𝐻𝑒𝑡
∗ ), udtrykkes ved 
[Franks, 1985]: 
𝛥𝐺𝐻𝑒𝑡
∗ = 𝛥𝐺𝐻𝑜𝑚
∗ ∗ 𝑓(𝑚,𝑅)     (6) 
 
Hvor m er udtryk for ’wetting’ parameteren, som afhænger af kontaktvinklen mellem partikel og 
embryon og kan antage værdier mellem -1 og 1, R er partiklens radius og f() er en funktion af disse to 
parametre. Dette er som sagt en simplificerende model, og derfor findes der også mange andre afarter af 
denne rundt om i litteraturen [Turnbull, 1950; Barlow & Haymet, 1995; Sear, 2007], hvor der 
eksempelvis tages udgangspunkt i nukleatorer med andre former.  
 
Nukleatoren kan spille en stor rolle for sandsynligheden at for nukleation indtræffer. Eksempelvis 
beskriver Lee et al., at på en plan overflade, og med en kontaktvinkel (m) på 30°, er den kritiske størrelse 
på et embryo 600 molekyler ved 5 °C, mod 45.000 molekyler ved homogen nukleation [Lee et al., 1995], 
hvilket altså betyder en signifikant øget nukleationsrate. Hvilke antagelser der ligger forud for dette 
simplificerede eksempel angives dog ikke. 
 
Alle modeller og empiri er enige om, at energibarrieren (aktiveringsenergien) ved en given temperatur 
ved heterogen nukleation kan udtrykkes som 𝛥𝐺𝐻𝑜𝑚
∗  gange en faktor mellem 0 og 1, og at 
energibarrieren derfor mindskes. Størrelsen af denne faktor afhænger af mange egenskaber hos 
nukleatoren såsom størrelsen af partiklen, [Fletcher, 1958; Fletcher, 1969; Franks, 1985; Cacciuto et al., 
2004], dens form [Turnbull, 1952; Fletcher, 1960; Cacciuto et al., 2004] og overfladens ladning. Effektive 
nukleatorer har en overflade som matcher is og en lav eller ingen overfladeladning. Herudover er mange 
af de mest effektive nukleatorer (AgI, PbI2, CuS og kolesterol) svagt hydrofobe, og det menes derfor også 
at være en vigtig egenskab [Edwards & Evans, 1962; Franks, 1985], selvom man kunne forvente det 
modsatte. 
 
Der er altså mange faktorer, der afgør hvor godt fremmedlegemer vil virke som nukleatorer, og det er 
derfor også svært at forudsige effektiviteten af hver enkelt nukleator. Kvantificering af effektiviteten 
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ligger der heller ingen retningslinjer for endnu. Nukleationstemperaturen varierer alt efter kølerate (der 
dog i nogle tilfælde korrigeres for), volumen af prøven og koncentrationen af nukleator, og derfor er det 
langt fra alle de forsøg der foreligger, der er sammenlignelige. 
 
Selvom det kan være svært at definere hvor god en nukleator er, kan der altid undersøges om et stof vil 
øge nukleationsraten. Mange stoffer (en række saltkrystaller [Hosler, 1951; Mossop, 1956; Bryant et al., 
1959], steroider [Head, 1961; Fukuta & Mason, 1963], aminosyrer [Fukuta & Mason, 1963; Gavish et al., 
1992] med flere) har vist sig at fungere som nukleatorer, og diversiteten i disse viser at nukleatorer kan 
forekomme i mange afskygninger. Ligeledes har de forskellige nukleatorer vist sig at forårsage 
nukleation fra få grader under frysepunktet, hvilket gælder flertallet, til få grader over den homogene 
nukleation på -40 °C, dog uden ensartethed i metoden på tværs af forsøgene. Sølviodid har en 
krystalform som meget ligner is’, og er derfor en effektiv nukleator, da vand vil fryse ved omkring -3 °C 
ved dens tilstedeværelse. Nogle af de mest effektive nukleatorer forekommer i organismer, hvor de 
spiller en vigtig rolle for overlevelsen ved lave temperaturer for forskellige arter, herunder 
mikroorganismer, planter og insekter som indeholder disse nukleatorer i høje koncentrationer. Disse 
beskrives nærmere i afsnit 2.2. 
 
Nukleationen, og i særdeleshed heterogen nukleation, er ikke fuldt forstået, og i forbindelse med 
nukleationsmodellering må man ofte foretage en række forsimplende ændringer, i forhold til 
virkeligheden. Dog kendes den bagvedliggende termodynamik, der driver processerne, og derfor er der 
også en overordnet forståelse for mekanismerne vedrørende nukleation. Selvom der er konsensus om 
hvilke faktorer der spiller ind på nukleationen (volumen, temperatur og tid) er det tilfældigheder der 
styrer den, og nukleationstemperaturen er derfor ikke til at forudsige medmindre opløsningerne 
indeholder effektive nukleatorer. Denne tilfældighed kan give usikkerheder i forsøg, hvor udfaldet 
afhænger af nukleationstemperaturen. Graden af underafkøling inden nukleation initieres, og derfor 
også nukleationstemperaturen, har indflydelse på hastigheden af isdannelsen samt den isstruktur der 
dannes, hvilket igen kan spille forskelligt ind på komponenter i opløsningen. Dette gives der eksempler 
på i næste afsnit. 
2.1.4 Isdynamik 
I dette afsnit gennemgås isdynamikken i forbindelse med 
frysning, hvilke faktorer der kan spille ind på denne, og 
hvordan. Afsnittet her giver en forståelse af nogle af de 
mekanismer der er med til at skade biologiske celler under 
frysning. Mekanismerne i både tilfælde med og uden 
underafkøling beskrives, da begge disse tilfælde bruges i denne 
opgaves eksperimenter. Af samme grund afgrænses til 
heterogen nukleation. 
 
Selvom der i modeller for nukleation oftest tages 
udgangspunkt i kugleformede krystaller, er den reelle 
krystalform heksagonal (for type Ih is) – også på det 
makroskopiske niveau, som illustreret på Figur 5. Denne struktur er mest stabil, og er derfor den form 
iskrystaller antager, når der er ligevægt mellem is og vand. Trækkes der varme ud af systemet vil H2O 
molekylerne sætte sig på iskrystallen, der hvor de kan lave flest muligt hydrogenbindinger med 
nabomolekyler, hvilket på figuren kan ses som hjørnerne mellem prismeplanen (step) [Chalmers, 1964]. 
 
Figur 5. Model af en makroskopisk type Ih 
iskrystal. 
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Iskrystaller består kun af vandmolekyler. I solutholdige vandopløsninger vil væksten af is fortrænge 
solutterne, som vil hobes op i den ufrosne fraktion. Frysepunktet for en opløsning falder med 1,86 °C per 
molal, og den ufrosne fraktions frysepunkt vil derfor falde i takt med at isen dannes. Når temperaturen 
er faldet tilstrækkeligt, er solutterne opkoncentreret så meget i den ufrosne fraktion, at en videre 
opkoncentrering ikke er muligt og en udfældning af solutterne vil finde sted. Den temperatur (og 
koncentration af solutter) væsken har på dette tidspunkt, er den laveste, hvorved væske kan forekomme, 
og lavere temperaturer vil medføre en total solidificering af både vand og solutter. Dette punkt kaldes 
det eutektiske punkt. Punktet er afhængigt af solutterne og deres sammensætning, og kan være svært at 
forudsige i biologiske systemer. Det eutektiske punkt undgås, hvis opløsningen bliver til glas i stedet for 
at solidificere. Denne proces beskrives senere. 
 
Vækstmønstrene af iskrystallerne er kun i sjældne tilfælde 
simple, da mange andre faktorer spiller ind på isdannelsen, og 
medfører en såkaldt polykrystallin isdannelse. Dette vil sige, 
at den frosne opløsning indeholder flere separate iskrystaller. 
Disse kan være vokset ind i hinanden under isdannelsen, eller 
være enkelte krystaller der er brudt i flere stykker, som 
grænser op til hinanden, illustreret med Figur 6. Denne 
polykrystallisation giver ophav til rekrystallisation, som er en 
af de større årsager til, at celler ikke overlever nedfrysning. 
Før rekrystallisation uddybes, beskrives her nogle af de 
faktorer, der kan forårsage obstruktioner af isdannelsen. 
 
Mange af disse obstruktioner menes at være forskydninger i 
isen, og kan forårsages af mange ting. For eksempel kan en 
øget tension i iskrystallerne forårsage knæk og deraf 
polykrystallinitet, reviewet i [Ashby & Duval, 1985]. Chalmers 
inddeler årsagerne til forskydningerne i seks grupper: Ydre 
påvirkninger (mekanisk) eksempelvis i form af at beholderen trækker sig sammen under nedkølingen, 
stress i forbindelse med nukleationen, koncentrationsgradienter [Tiller, 1958], kondensering af hulrum, 
inklusions [Jackson, 1962] og ’fejl’ i vækstprocessen [Chalmers, 1964]. 
 
En anden, og mere undersøgt, faktor der har stor indflydelse på hvordan isen formes, er hvordan den 
latente varme fjernes fra systemet – om den absorberes af vandet eller isen. Afgives varmen til væsken, 
vil dette give en ujævn temperatur i væsken omkring interfasen, og medføre en spikulær forgrenet vækst 
kaldet dendritisk vækst [Fuller et al., 2004], vist i Figur 8 til højre. Mellemrummet mellem dendritterne 
vil fryse til is, når den latente varme fjernes, men selvom hele prøven er is, vil den altså bestå af flere 
iskrystaller, der grænser op til hinanden (Figur 6). Denne dannelse af dendritter finder sted, når prøven 
er underafkølet ved frysningen [Chalmers, 1964; Koo et al., 1991], og der er en stor mængde latent 
varme, der skal afvikles på kort tid. Høje kølerater øger polykrystalliniteten i opløsningen [Grout & 
Morris, 1987], hvilket muligvis hænger sammen med, at en højere kølerate giver anledning til en højere 
grad af underafkøling. Dannelse af dendritter kan også forårsages af solutterne i opløsningen (Figur 8 til 
venstre), uden nogen forudgående underafkøling [Rubinsky, 2003]. Strukturen af dendritterne afhænger 
altså af blandt andet underafkølingen [Macklin & Ryan, 1965; Koo et al., 1991; Furukawa & Shimada, 
1993] og indholdet af solutter [Butler, 2001; Udaykumar & Mao, 2002; Rubinsky, 2003] som dog ikke 
bliver uddybet her. 
 
Figur 6. Illustration af fire forskellige iskrystaller 
der grænser op til hinanden, hvilket giver ophav 
til rekrystallisation. 
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Polykrystallerede krystaller kan også dannes ved, at flere uafhængige nukleationer finder sted i 
opløsningen under frysningen. Når prøver køles i beholdere, vil beholderen nedkøle hurtigere end 
væsken. Væsken, der støder op til beholderen, vil ligeledes nedkøles hurtigst og fryse først. Herefter vil 
prøven fryse ind mod midten fra alle sider, hvilket øger polykrystalliniteten. Denne effekt vil afhænge af 
blandt andet køleraten og volumen af prøven. 
 
Rekrystallisation 
Alle de iskrystaller, der er dannet under frysningen, er ikke stabile, da deres overflader har forskellige 
damptryk – en forskel der spontant vil udlignes for at opnå energimæssigt ekvilibrium. Denne proces 
kaldes rekrystallisation. Dynamikken bag rekrystallisation kan relateres til den, der ligger bag væksten af 
krystaller, beskrevet tidligere. I små krystaller vil kurvaturen på overfladen være skarpere, og betyde et 
stort damptryk. Dette store damptryk er termodynamisk ufavorabelt, og ismolekylerne er derfor mere 
flygtige. I større krystaller er kurvaturen blødere, og ligeledes er damptrykket. Det højere damptryk på 
den lille krystal medfører en overførsel af molekyler fra denne, over til den store krystal. Herved vil de 
store krystaller i opløsningen vokse sig større på bekostning af de små, illustreret i Figur 7. 
 
Rekrystallisation af is finder sted ved alle temperaturer, men hastigheden den finder sted med er dog 
kraftigt temperaturafhængig [Ohtomo & Wakahama, 1983]. Rekrystallisationen er kraftigst lige under 
frysepunktet, hvor en rate på 0,1 mm/time er observeret. Denne rate falder kraftigt til 0,1 µm/time ved 
ca. -60 °C, hvorefter vækstraten kun aftager langsom i takt med temperaturnedsættelsen, vist i Figur 9. 
 
 
 
Figur 7. Rekrystallisation af polykrystallin is efter ½, 2 og 18 timer. Farveskift illustrer hvert enkelt krystal, som tydeligt ses 
falder i antal, efterhånden som rekrystallisation skrider frem [Knight et al., 1988]. 
 
Figur 8. Dendritisk isvækst kan forårsages af solutterne i opløsningen (til venstre [Rubinsky, 2003]), eller ved 
underafkøling, hvor den latente varme afgives til væsken frem for isen (til højre [Fuller et al., 2004]). 
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Den maksimale vækstrate af isen under rekrystallisation er altså på 0,1 mm/time, hvilket betyder at selv i 
prøver med få µl is vil rekrystallisationen finde sted længe, før en ligevægt er nået, og kun en krystal vil 
udgøre hele isfraktionen. Prøver, der som udgangspunkt har mange krystaller (polykrystallin), vil have 
et grundlag for meget større dynamik i isen, da rekrystallisation her finder sted mellem mange flere 
overflader. 
2.1.5 Glasdannelse 
Ved nedkøling af væsker bliver der normalt dannet et fast stof ved faseovergang, såsom is for vands 
vedkommende. Vand kan under bestemte forhold undgå denne faseovergang, og gå over i en amorf 
tilstand, og blive der, uanset hvor langt den køles ned. Når dette sker, kaldes processen for vitrifikation 
eller glasdannelse, da den opnåede fase kaldes for glas. Denne glasfase ligner meget væskefasen, blot med 
en kraftigt øget viskositet. Vands viskositet stiger i takt med at temperaturen falder. Underafkølet vands 
viskositet er ved -25 °C blevet målt til ca. 60 cP [Hallett, 1963]. Glas er på dette område svært at definere, 
men er ofte beskrevet som havende en viskositet på 1017 cP. Denne høje viskositet svarer til en 
diffusionsrate af molekylerne på 2,75 Å (diameteren af et vandmolekyle) på 24 timer [Wasylyk et al., 
1988].  Glas har en højere varmekapacitet end is, hvilket, gennem differentiel scanningskalometri, kan 
udnyttes til at verificere glasdannelse i en opløsning. 
 
I modsætning til overgangen fra vand til is, afgives der ikke varme ved overgangen fra vand til glas, 
netop fordi molekylerne ikke bliver arrangeret i et energifavoriseret gitter [Goetz & Goetz, 1938]. Ved 
faseovergangen til glas ses derfor heller ikke en volumenforøgelse, som når vand bliver til is [Grout & 
Morris, 1987]. Ved glasdannelse inkorporeres alle komponenter, såsom ioner og proteiner, i glasset, og 
en opkoncentrering af disse solutter i væskefasen undgås [Franks, 1985].  
 
Det er svært at opnå glasdannelse i rent vand, da det kræver en kraftig underafkøling, uden nukleation 
finder sted. For at øge mulighederne for glasdannelse, skal der ske en meget hurtig nedkøling, hvilket 
kun er muligt for små voluminer. En anden måde at opnå glasdannelse på, er at tilsætte en stor mængde 
solutter til væsken, som virker på to forskellige måder. For det første vil de i opløsningen øge overfladen, 
som væsken er eksponeret for. Dette medfører større overfladespændinger, hvilket sænker antallet af 
nukleationer [Goetz & Goetz, 1938]. For det andet vil de være med til dels at sænke frysepunktet, dels at 
hæve den temperatur, hvor glasdannelsen finder sted. Derfor vil glasdannelsen opnås tidligere, og 
risikoen for krystallisation mindskes [Franks, 1985]. Dette sænker den kølerate der skal anvendes for at 
 
Figur 9. Vækstraten af is er højest nær frysepunktet, men vil falde hurtigt i temperaturintervallet ned til ca. -60 
°C (215 K). Ved temperaturer herunder falder vækstraten kun langsomt [Ohtomo & Wakahama, 1983]. 
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få en glasdannelse i større eller mindre grad, alt efter hvilken komponent der tilsættes [Sutton, 1991; Ren 
et al., 1994], og visse opløsninger har vist sig at kunne gå over til glasfasen helt uafhængigt af køleraten 
[Grout & Morris, 1987].  
 
En anden måde at hæve glasdannelsestemperaturen er ved at øge trykket [Gutzow et al., 1997]. 
Herudover sænkes også frysepunktet ved høje tryk, som vil fremme muligheden for glasdannelse 
yderligere [Grout & Morris, 1987]. En total glasdannelse af en væske er meget svær at opnå, og prøven 
vil derfor ofte være en blanding af glas og is. En ’glas’ defineres ofte som bestående af mindre end 0,5 % 
is. 
 
Også i glas finder rekrystallisation sted, mellem de krystaller der er indlejret heri [Grout & Morris, 
1987]. Derudover sker der også en krystallisation af glas, kaldet devitrifikation, med en 
temperaturafhængig rate illustreret i Figur 10. Her ses det at raten stiger kraftigt, når væsken kommer 
under sit frysepunkt, og holder denne rate i et interval, inden den til sidst falder igen [Goetz & Goetz, 
1938]. Devitifikation fører til dannelse af kubisk type I is [Grout & Morris, 1987], som igen kan 
omdannes til heksagonalt type I is. Høje varerater er derfor vigtige, for at undgå isdannelse i glassen 
under optøningen. 
 
Hele isdannelsesprocessen er altså en meget kompleks proces, som oftest medfører en kaotisk isstruktur. 
Herudover er isen, lige som glas, også meget dynamisk, afhængigt af temperaturen. Senere i kapitlet 
beskrives blandt andet hvilke konsekvenser dette kan få for celler der fryses ned. 
 
 
 
Figur 10. Krystallisationsraten af vand og glas som en funktion af 
temperaturen. Tm er smeltepunktet. Replika fra [Goetz & Goetz, 1938]. 
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2.2 Naturlige tilpasninger 
Inden problematikkerne, der er i forbindelse med kryopræservering af celler, gennemgås i næste afsnit, 
bliver det naturlige forsvar, visse organismer har udviklet, til at kunne modstå lave temperaturer og 
frysning, præsenteret her.  
 
Stort set alle organismer lever i et dynamisk miljø, og skal derfor kunne modstå eller tilpasse sig 
ændringer. Dette sker både via et respons fra organismen som helhed, og på celleplan. Af de vigtigste 
fysiske parametre for cellers velbefindende kan nævnes pH, temperatur, osmolalitet og O2/CO2 tryk. De 
optimale værdier for disse varierer fra celletype til celletype. Herudover skal der, for at celler kan vokse 
og dele sig, være vækstfaktorer (såsom hormoner), aminosyrer, lipider mm. tilgængelige fra omgivelserne 
[Freshney, 2005]. Hvis nogle af de fysiske betingelser ændrer sig fra det normale, må organismen enten 
tilpasse sig de nye forhold, eller forsøge at modvirke ændringen. Et eksempel på dette kan være 
henholdsvis et ektotermt og et endotermt dyrs respons på et temperaturfald i omgivelserne. Det 
ektoterme dyr vil tilpasse sig den lavere kropstemperatur, mens det endoterme vil modvirke det, ved 
eksempelvis at øge varmeudviklingen. Følgende afsnit beskriver hvilke konsekvenser lavere 
temperaturer har for celler, og hvordan nogle celler og organismer reagerer på ændringer i især 
temperaturen og osmolaliteten, da disse to parametre er nøgleordene i forbindelse med 
kryopræservering. 
2.2.1 Temperaturtilpasning 
Organismer fra alle grene af det evolutionære stamtræ har udviklet forsvarsmekanismer mod 
temperaturændringer i deres omgivelser. Disse igangsættes når temperaturen i omgivelserne kommer 
tilstrækkeligt meget under (eller over) organismens optimale temperatur. For lave temperaturer har flere 
uønskede konsekvenser for cellerne. Cellemembranen bliver rigid ved nedkøling, og der opstår en 
separation af lipiderne, som får konsekvenser for membranstrukturen ved optøning [Quinn, 1985; 
Harwood, 1994], illustreret i Figur 11. Ved meget lave temperaturer kan cellemembranen gå fra en 
flydende krystallin fase til en gel fase. Herudover ses også en ændring af cellemembranens permeabilitet, 
ustabilitet i cytoskelettet, denaturering af proteiner og en nedsat proteinsyntese [Caldarelli & De Los 
Rios, 2001; Sonna et al., 2002]. Mange enzymer er desuden meget temperaturafhængige, og deres 
effektivitet vil sænkes kraftigt, hvis temperaturen ændres blot få grader. 
 
Langt størstedelen af litteraturen, der omhandler temperaturrespons, beskæftiger sig med prokaryote 
organismer eller planter, og resultaterne herfra bliver ofte videregivet, som gjaldt de celler fra alle 
organismer, hvilket også vil være tilfældet i denne opgave. 
 
Den overordnede forsvarsmekanisme ligner mange andre cellulære responser – cellen registrerer et fald i 
temperaturen, som starter en signalkaskade, der udmunder i en op- og nedregulering af diverse 
gentransskriptioner [Smallwood & Bowles, 2002; Al-Fageeh & Smales, 2006; Zhmakin, 2009]. Det 
formodes, at temperaturskiftet registreres af cellen enten via termosensitive proteiner eller via 
 
Figur 11. Nedkøling forårsager separation af lipider der henholdsvis styrker (hvide) eller svækker (sorte) det lipide dobbeltlag i 
cellemembranen. Ved optøning giver dette misdannelser i membranen, da det lipide dobbeltlag obstrueres. Modificeret fra [Yu 
& Quinn, 1994]. 
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ændringen af membranviskositeten, som er meget temperaturafhængig [Viswanathan & Zhu, 2002; 
Mikami & Murata, 2003]. De gener, der opreguleres, går under betegnelsen cold-shock proteiner (CSP), 
men også heat-shock proteiner, som normalt associeres med respons ved forhøjede temperaturer, og 
proteiner fra andre stressrelaterede responser, ses reguleret ved kulderesponset. 
 
Organismernes respons kan deles op i to grupper – det respons der kommer, når temperaturen falder fra 
normalen til et sted over frysepunktet, og det respons der kommer, når temperaturen falder under 
frysepunktet. Organismer bliver udsat for forskellige grader af termisk stress, og udvikler kun forsvar 
mod det temperaturstress de er vant til. Derfor har flere organismer ikke udviklet et lige så effektivt 
forsvar som andre. Det forsvar de kulderesistente organismer har udviklet mod lave temperaturer 
henholdsvis over og under frysepunktet, beskrives her. 
 
Hypotermi over frysepunktet 
Tilpasningen til temperaturer umiddelbart under organismens optimale temperatur er endnu ikke 
særligt udforsket – slet ikke i højere organismer. Selvom mange CSP er blevet identificeret og tydeligvis 
opreguleres ved kulderelateret stress, kendes funktionen på langt fra alle af dem. I bakterier, hvor der er 
fundet over 20 CSP, har mange af dem vist sig at udføre, for cellen, fundamentale funktioner, som andre 
proteiner allerede foretager. De ser derfor blot ud til at overtage andre proteiners plads [Gualerzi et al., 
2003]. Det kan tænkes at de eksisterende proteiner ikke fungerer ved lavere temperaturer, og cellen 
derfor er nødsaget til at producere andre og mere kuldestabile proteiner, til at overtage disse 
fundamentale funktioner. Visse heat-shock proteiner ses også reguleret ved kuldestress, herunder 
chaperoner fra HSP70 familien, som er kendt for at stabilisere proteiner ved forskellige stress. En anden 
funktion for CSP er at modvirke den øgede viskositet af cellemembranen, der følger med lavere 
temperaturer. Dette opnår CSP blandt andet ved at gøre phosphorlipiderne mere umættede, som er et 
vigtigt og udbredt respons på lave temperaturer [Bryant et al., 2001; Mikami & Murata, 2003]. Denne 
mekanisme er fundet i både bakterier [Los et al., 1997; Aguilar et al., 2001], planter [Palta et al., 1993; 
Lindberg et al., 2005], og fisk [Tiku et al., 1996].  
 
I endoterme organismer forekommer reaktionen på kulde primært på et højere niveau end celleplan, da 
organismen skal undgå nedkøling, frem for at tilpasse sig den. Responset er primært vasokonstriktion, 
rejsning af hår, muskelskælven og opregulering af metabolisme og varmeproduktion [Porth, 2007]. Dette 
respons skal primært sikre at organismens kerne forbliver varm, og derfor finder nedkøling stadig sted i 
de ydre lemmer. 
 
På grund af denne lokale nedkøling er der også på celleplan temperaturafhængige proteinreguleringer i 
celler fra endoterme organismer. Forståelsen for deres funktioner er ikke så velkarakteriserede som i de 
ektoterme organismer, og er heller ikke fundet i lige så vid udstrækning. Sonna et al. giver i deres review 
et godt overblik over celleresponset på genekspressionsniveau, der er fundet i forskellige mammale celler 
ved lave temperaturer [Sonna et al., 2002]. Kun for en lille del af de proteiner der reguleres 
temperaturafhængigt, kendes mekanismerne til fulde. Mange er kun blevet påvist at kunne ændre 
transskription og translation, mens enkelte proteiners nærmere funktion menes bestemt. Af de 
mekanismer de mammale CSP menes at have, kan nævnes stabilisering af proteiner [Sonna et al., 2002], 
standsning af cellecyklus [Fujita, 1999], og termostabilisering af cytoskelettet [Al-Fageeh & Smales, 
2006]. Herudover fungerer CSP også ved at modvirke apoptose [Zhang et al., 2001]. Denne 
undertrykkelse er sandsynligvis nødvendig, fordi et af følgerne ved temperaturstresset er indfluks af 
ekstracellulært Ca2+ [Monroy & Dhindsa, 1995] som også ses i visse apoptosepathways [Alberts et al., 
2008]. 
 
Kryopræservering med hyperaktive AFP 
 
16 
 
Når celler fra endoterme dyr skal præserveres, herunder eksempelvis i forbindelse med medicinske 
sammenhænge, sker dette ved temperaturer langt under det, cellerne er vant til, selv når præservationen 
sker over frysepunktet (ofte 0 eller 4 °C). I disse tilfælde finder flere skadelige processer sted, som 
cellerne ikke har noget forsvar imod. Lave temperaturer har indflydelse på nogle af ion-kanalernes 
effektivitet og funktionalitet (særligt de ATP-afhængige kanaler, på grund af udtømning af ATP), og 
derved cellens mulighed for at opretholde homeostase. Dette betyder blandt andet et øget indhold af 
Ca2+ og Na+ inde i cellen, mens K+ falder. Dette anses for at være et af hovedelementerne i hypotermiske 
skader [Hochachka, 1986; Rubinsky, 2003; Brinkkoetter et al., 2008]. En anden væsentlig faktor er 
ophobningen af reaktive oxygenarter (ROS) inde i cellen [Rauen & de Groot, 1998], som kan skyldes to 
ting. For det første vil øgede Ca2+-koncentrationer i mitokondrierne indebære lækning af ROS herfra, og 
ud i cellen. For det andet kan det skyldes et fald i reduktionsmidler, nærmere bestemt sulfhydryl(SH)-
reducerende midler [Brinkkoetter et al., 2008]. Reaktive oxygener reagerer med andre molekyler såsom 
enzymer og andre proteiner, så de mister funktionaliteten. Bliver skaderne fra ROS store, og rammes 
nøgleprocesser, vil cellen gå i apoptose [Simon et al., 2000]. 
 
Hypotermi under frysepunktet 
Nogle organismer, som er tilpasset meget lave temperaturer, har en anden type respons, som initieres, 
når deres temperatur nærmer sig frysepunktet. Dette respons skal beskytte organismen ved at forhindre 
isvækst i fryseundvigende organismer, eller gøre organismen i stand til at tolerere, at dele af den fryser 
til is i frysetolerante organismer. Responset kan inddeles i tre grupper, som beskrives her. 
 
Produktion af lavvægts solutter beskytter fryseundvigende organismer mod isvækst og frysetolerante 
organismer mod skade på grund af is. Solutterne er højtopløselige i vand og er såkaldte kompatible 
solutter, hvilket betyder at de, selv i meget høje koncentrationer, hverken er toksiske for cellerne, 
reagerer med andre molekyler i cellen, eller på anden måde influerer på deres funktion. Mange af disse 
solutter stabiliserer membraner og proteiner ved lave temperaturer [Storey & Storey, 1992]. 
 
Solutterne findes i mange afskygninger. Den oftest forekommende er glycerol, men også glukose, 
trehalose, sukrose og aminosyrer anvendes af forskellige organismer [Montiel, 2000; Layne & Jones, 
2001; Lillford & Holt, 2002; Zhmakin, 2009]. Solutterne kan komme op på meget høje koncentrationer, 
for eksempel er der fundet en koncentration af glycerol på over 2 M i billen Rhagium inquisitor 
[Zachariassen, 1973]. 
 
I fryseundvigende organismer er solutternes funktion at sænke organismens frysepunkt i kraft af deres 
kolligative egenskaber. Som tidligere nævnt sænkes frysepunktet med 1,86 °C/molal, så solutterne 
sænker altså kun organismens frysepunkt med få grader. I frysetolerante organismer, hvor is er til stede, 
spiller solutterne en anden rolle. Høje koncentrationer af solutter sørger for det første for en langsom 
isdannelse, da en større koncentration af disse hurtigere ophobes i den ufrosne del. For det andet betyder 
en høj osmolalitet, at en mindre del af organismen vil være is ved en given temperatur [Zachariassen, 
1979]. Herved begrænses dehydreringen af cellerne også, og forhindrer dem i at skrumpe ind til kritiske 
cellevoluminer, som beskrives nærmere senere. 
 
Frysetolerante organismer kan klare meget lavere temperaturer end de fryseundvigende, da de ikke 
begrænses af isdannelse, og visse arter kan tåle at helt op til 85 % af deres kropsvand fryser til is [Ramløv 
& Westh, 1993]. 
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Inducering af isnukleation observeres hos frysetolerante organismer, og modvirker underafkøling. De 
molekyler der inducerer nukleationen kaldes Ice Nucleating Agents (INA), og har den egenskab at gøre 
isdannelsen mere energifavorabel ved at sænke den kritiske aktiveringsenergi betydeligt. Dette gør at 
væskerne vil fryse allerede ved meget små underafkølinger [Zachariassen & Hammel, 1976], og medfører 
samtidig, at isvæksten forekommer langsomt og kontrolleret, hvilket forhindrer osmotisk chok [Lee & 
Denlinger, 1991]. Organismer, hvor INA observeres, er primært insekter. I disse findes INA i 
tarmsystemet og hæmolymfen [Zachariassen & Kristiansen, 2000], og sikrer derved at isdannelsen finder 
sted ekstracellulært. INA kombineres med den føromtalte produktion af intracellulære solutter, for at 
beskytte mod dehydrering forårsaget af isdannelsen [Duman & Patterson, 1977; Duman, 1982]. INA er 
enten store proteiner eller lipoproteiner, med størrelser mellem 74 og 800 kDa, men kan også findes i 
nogle væv som krystaller [Ramløv, 2000]. 
 
Fryseundvigende organismer indeholder ingen INA, og visse arter tømmer tarmsystemet, når frosten 
kommer, for at fjerne alle partikler, der kunne facilitere en nukleation [Sømme & Conradi-Larsen, 1977; 
Cannon & Block, 1988]. 
 
Ikke-kolligativ sænkelse af frysepunktet opnår visse organismer ved at producere antifryseproteiner 
(AFP). Disse proteiner kan binde til iskrystaller og forhindre yderligere vækst. Dette giver en separation 
af fryse- og smeltepunktet, hvorimellem iskrystallerne er i en metastabil fase. AFP kan på denne måde 
sænke frysepunktet med op til 7 °C med en ikke-kolligativ mekanisme. Dette udnyttes af mange 
fryseundvigende organismer som producerer disse proteiner, til at sænke frysepunktet yderligere end 
det, der opnås ved andre før nævnte solutters kolligative egenskaber. AFP er også set i frysetolerante dyr, 
hvor de menes at fungere som rekrystallisationsinhibitorer, og går derfor også i nogen sammenhænge 
under dette navn [Bale, 2002; Margesin et al., 2007; Wharton et al., 2009]. AFP beskrives nærmere i 
afsnit 2.5. 
2.2.2 Osmotisk tilpasning 
Når en opløsning fryser, vil solutterne heri blive 
opkoncentreret i den ikke frosne del. I biologiske 
systemer medfører dette en osmotisk ubalance mellem 
cellerne og deres omgivelser. I Tabel 1 ses den optimale 
ionbalance af frie ioner på hver side af cellemembranen 
for en typisk mammal celle. Når koncentrationen af de 
ekstracellulære solutter stiger, opstår der en 
koncentrationsgradient over cellemembranen, som skal 
udlignes. Under normale omstændigheder kan cellen 
selv tilpasse sig små fluktuationer i osmobalancen, ved 
at ændre på iontransporten over membranerne. 
 
Ved isdannelse følger store forskydninger i ionkoncentrationerne, og sammen med cellernes nedsatte 
metaboliske kapacitet til at ændre det osmotiske miljø ved lave temperaturer [Fuller et al., 2004], er den 
normale osmoregulering her ikke mulig for cellen. 
 
Tabel 1. Ionkoncentrationer intra- og ekstracellulært 
for mammale celler i ionbalance [Alberts et al., 2008]. 
Ion 
Intracellulær 
konc. (mM) 
Ekstracellulær 
konc. (mM) 
Na+ 10 145 
K+ 140 5 
Mg2+ 0,5 2 
Ca2+ 0,001 2 
H+ 10-7,2 (pH 7,2) 10-7,4 (pH 7,4) 
Cl- 10 110 
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Da ioner, og mange andre solutter, i den ekstracellulære fraktion, ikke frit kan diffundere over 
membranen og ind i cellen (se Figur 12), bliver koncentrationsgradienten udlignet ved at vand forlader 
cellen. Dette medfører en skrumpning af cellen, samt en øget intracellulær koncentration af 
elektrolytter, som begge kan være skadelige for cellen. 
 
Vand passerer kun membranen frit til en vis grænse, hvilket begrænser den rate, hvormed cellen kan 
dehydrere og opnå en osmotisk ligevægt med omgivelserne. Herudover findes også regulerende porer 
(aquaporiner) i cellemembranen, som åbner for transporten af vand over membranen [Alberts et al., 
2008], hvis antal varierer meget mellem celletyper. Derfor er der også stor forskel på, hvor hurtigt de 
enkelte celletyper kan udligne osmotisk ubalance. Hastigheden, hvormed celler kan osmoregulere, 
afhænger derudover også af temperaturen og koncentrationsgradienten [Fuller et al., 2004]. Bliver 
stresset for stort, og skal cellen udligne en stor osmotisk gradient for hurtigt, kan det store effluks af vand 
skade cellens membran [Muldrew & McGann, 1990].  
 
Cellemembranen kan også tage skade, hvis cellen dehydreres for meget. I den forbindelse tales der om et 
kritisk minimum cellevolumen. Dehydreres celler i en sådan grad, at deres cellevolumen kommer under 
denne grænse, kan der forekomme brud på membranen [Baust, 1973], og muligvis også dannelse af 
selvstændige vesikler fra cellemembranen, hvilket får konsekvenser for cellen ved rehydrering. 
Derudover kan membranen komme i kontakt med intracellulære strukturer, som begrænser en 
yderligere sammentrækning. Dette forhindre cellen i at 
opnå balance, og medføre et hydrostatisk stress, der kan 
føre til brud på membranen [Ramløv, 2000]. 
 
Celler, der er vant til disse former for osmotiske stress, 
såsom celler i frysetolerante organismer, producerer, som 
tidligere nævnt, en række solutter som et forsvar mod 
isdannelsen. Disse har også en beskyttende funktion i 
forbindelse med dehydreringen af cellerne.  
 
En vigtig egenskab hos flere af solutterne, der dannes for 
at øge osmotolerancen, er, at kunne binde vand. Dette har 
eksempelvis aminosyren prolin vist sig at være effektiv til 
[Kuntz, 1971; Grout & Morris, 1987]. Vand, der er bundet 
på denne måde, indgår ikke i det osmotiske regnskab, og 
bliver derfor i cellen uanset det osmotiske pres udefra 
[Fuller et al., 2004]. Ved at have en forhøjet 
koncentration af sådanne intracellulære solutter, 
mindsker cellen både det osmotiske pres ved isdannelse, 
og sørger samtidig mere effektivt for at holde 
cellevoluminet over det kritiske niveau, ved at binde og 
beholde flere vandmolekyler.  
 
 
Figur 12. Illustration af diffusionsgraden af en række 
molekyler over cellemembranen [Alberts et al., 
2008]. 
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En øget koncentration af solutter har i sig selv også en negativ effekt på cellens overlevelsesmuligheder 
[Lovelock, 1953; Mazur et al., 1972], og er i nogles øjne den mest skadelige faktor i forbindelse med 
frysning af celler [Grout & Morris, 1987].  Bliver koncentrationen høj nok, medfører det præcipitering, 
hvilket igen kan medføre denaturering af proteiner [Baust, 1973]. Høje intracellulære koncentrationer af 
visse solutter i planteceller har vist sig at medføre inaktivering af blandt andet nøgleenzymer [Gould & 
Measures, 1977], og dette menes derfor at være en af hovedproblematikkerne ved 
solutopkoncentreringen. 
 
Også ved denne problemstilling er organismernes forsvar en øget produktion af bestemte solutter. 
Tilstedeværelsen af flere forskellige solutter i cellen reducerer også koncentrationen af de enkelte 
komponenter ved et givent osmotisk tryk, og holder dem fra at nå kritiske koncentrationer. Solutterne 
cellerne selv producerer, er samtidig ikke skadelige for cellen ved høje koncentrationer, og kaldes derfor 
for kompatible solutter [Gould & Measures, 1977; Pollard & Wyn-Jones, 1979]. 
 
Celleresponset på en nedsat temperatur er altså primært øget stabilisering af membranen (mild 
hypotermi) og en øget produktion af solutter (kraftig hypotermi). Netop produktionen af solutter har 
også en beskyttende effekt mod flere andre fryserelaterede skader, som cellerne udsættes for, i 
forbindelse med det øgede osmotiske tryk, og må siges at være deres nøgleforsvar. Ved fryseprocessen 
forekommer dog flere skadelige processer end cellerne har forsvar imod, og afhænger i høj grad af, 
hvordan frysningen sker. Forståelsen for problemerne omkring fryseprocessen er derfor vigtig, for at 
kunne opnå gode resultater i forbindelse med kryopræservering, af blandt andet celler til medicinsk 
behandling. 
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2.3 Komplikationer ved kryopræservering til medicinsk anvendelse 
Mange sygdomsbehandlinger består i at udskifte syge celler, væv eller organer med tilsvarende materiale 
fra en rask donor. Ofte har recipienten akut brug for behandlingen, og det er derfor en stor fordel at 
have det donerede materiale klar til brug, frem for at en donor først skal findes og skaffes. For at gøre 
doner og recipient tidsmæssigt uafhængige af hinanden, skal det donerede materiale derfor kunne 
opbevares i længere tid, indtil recipienten får brug for det. 
 
Hvis levende organisk materiale skal opbevares uden for organismen i længere tid, er det nødvendigt at 
nedsætte metaboliske og andre biokemiske processer i cellerne, for at undgå en ophobning af skadelige 
stoffer, da disse ikke længere kan transporteres væk fra cellen. Dette gøres ved at køle materialet ned, 
enten ved hypotermisk præservering omkring frysepunktet, eller ved kryopræservering langt under 
frysepunktet, ofte ved -196 °C. Ved denne temperatur er molekylebevægelse så meget nedsat, at de 
biokemiske processer kan betragtes som ikke forekommende, og en opbevaring over mange år er mulig. 
Denne nedfrysning er dog ikke uproblematisk, da hele fryse- og optøningsprocessen i sig selv er en fare 
for det kryopræserverede materiale. Jo mere kompliceret materialet (celler, væv eller organer) der skal 
nedfryses er, jo flere problemer opstår. 
 
I forbindelse med nedfrysning af organer er hovedproblematikken ødelæggelse af den intercellulære 
struktur, såsom cellejunctions, som isdannelsen kan ødelægge i kraft af sin udvidelse ved faseovergangen. 
Dette kan undgås, hvis prøven bliver til glas i stedet. Det er dog ikke muligt at opnå tilstrækkelig høje 
kølerater på store voluminer til at vitrificere hele organer, uden at tilsætte skadelige CPA. Ligeledes er 
det svært at finde en optimal kryopræserverende opløsning, der kan distribueres ud i alle cellerne, og 
som vil kunne facilitere glasdannelsen uden samtidig at være toksisk for cellerne. Det er kun lykkedes i 
ét tilfælde at vitrificere og optø et organ (en kaninnyre), som bevarede sin funktionalitet [Fahy et al., 
2004]. Hypotermisk præservering er derfor stadig den anvendte metode til at opbevare organer, men 
opbevaringstiden før metaboliske skader indtræffer her, er til gengæld meget kort. Der er derimod større 
succes med at kryopræservere enkelte celler og vævssnit, selvom der også her finder mange skadelige 
processer sted. Mange af de celler, der kryopræserveres, er ofte ikke vant til så lave temperaturer, og de 
der er, kan ikke nå at klargøre forsvaret (eks. ændring af genudtryk), inden frysning er indtruffet. 
Kryopræservering er derfor mere skadeligt for cellerne, end det naturlige temperaturstress de normalt 
udsættes for. 
 
Dette afsnit omhandler de skadelige processer, der finder sted, når biologisk materiale kryopræserveres, 
samt hvilke tiltag der kan foretages for at minimere disse processer. Her afgrænses til at beskrive 
problematikken ved at fryse celler i suspension ned, da det er disse, der anvendes i projektet. 
2.3.1 Skader relateret til Thermal History 
I kryopræservering arbejder man med begrebet ’Thermal History’, som beskriver hovedelementerne i 
nedfrysningsprotokollen, som alle i forskellig grad er vigtige for bevarelsen af viabiliteten af cellerne 
[Fuller et al., 2004]. Under begrebet indgår: 
 
1. Køleraten 
2. Opbevaringstemperaturen 
3. Varigheden ved opbevaringstemperaturen 
4. Varmeraten 
 
Disse fire parametres rolle for en succesfuld kryopræservering beskrives her. 
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Køleraten 
Køleraten er den mest omtalte og vigtigste af de fire faktorer. Problematikken omkring køleraten er 
hovedsageligt relateret til den føromtalte osmotiske stress cellerne udsættes for. 
 
Der er lavet mange forsøg på en lang række forskellige celletyper, hvor køleratens effekt på 
celleoverlevelsen er undersøgt. For stort set alle celler er der observeret et afgrænset interval, hvor 
overlevelsen er høj, mens der er set en udbredt dødelighed ved højere og lavere kølerater. 
Overlevelsesraten som en funktion af køleraten, får derfor form som et omvendt U, illustreret i Figur 13. 
Denne sammenhæng betyder, at der minimum er to skadelige effekter, som afhænger af køleraten, 
hvoraf den ene gør sig gældende ved lave kølerater, og den anden ved høje kølerater. Den skadelige 
mekanisme, der mindsker overlevelsesmulighederne ved lave kølerater, skyldes primært 
opkoncentrering af solutter (Solutions Affects Injuries), mens det ved høje kølerater skyldes dannelse af 
is inde i cellen (Intracellular Ice Formation, IIF). 
 
De konsekvenser, opkoncentreringen af solutterne har for cellen, er tidligere beskrevet i afsnit 2.2. Ved 
lave kølerater når cellen at dehydrere i takt med, at koncentrationen af ekstracellulære solutter 
opkoncentreres på grund af isdannelsen. Her er cellen derfor i osmotisk balance med sine omgivelser, 
om end en ugunstig en af slagsen. Ved disse lave kølerater bliver cellen udsat for høje koncentrationer, 
inden den lave temperatur nås, i unødvendig lang tid, som til sidst udmunder i forhøjet mortalitet. Det 
samme gælder for konsekvenserne ved kraftigt reduceret cellevolumen, som cellerne også udsættes for i 
længere tid. 
 
På trods af at det kaldes Solution Affects Injuries, er det ikke kun solut-relaterede skader, cellerne 
udsættes for. Ved lave kølerater befinder cellerne sig i længere tid ved lave temperaturer, hvilket i sig 
selv kan medføre en lang række forskellige skader [Morris & Watson, 1984]. Temperaturerne er her ofte 
langt lavere end hvad cellerne er vant til, og konsekvenserne er derfor også meget kraftigere end hvad 
cellernes naturlige forsvar kan beskytte imod, og forventes derfor at bidrage til dødeligheden. Når 
prøven med cellerne er frosset, betragtes disse skadesmekanismer som ikke forekommende. En højere 
kølerate vil betyde at dette opnås på kortere tid, og skaderne minimeres. Det ses dog også, at de høje 
kølerater har en negativ effekt på overlevelsen (Figur 13), da der her dannes IIF. Denne isdannelse er 
særlig skadelig for cellerne. 
 
Figur 13. Illustration af sammenhængen mellem overlevelsesraten og de to skadelige 
faktorer der ses ved henholdsvis lave og høje kølerater [Fuller et al., 2004]. 
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Som sagt har cellemembraner en maksimal rate, hvormed vand kan passere. Ved høje kølerater 
opkoncentreres solutter hurtigere i det ekstracellulære rum, og vand skal hurtigere kunne forlade cellen, 
for at genoprette en osmotisk ligevægt. Bliver køleraten tilstrækkelig høj, så solutterne i den 
ekstracellulære væske opkoncentreres hurtigere end cellen kan udligne, bliver cellens temperatur lavere 
end dens frysepunkt, som jo afgøres ud fra antallet af solutter. Cellen er i disse tilfælde underafkølet, og 
en nukleation af vandet inde i cellen er derfor mere tilbøjelig til at finde sted, med IIF til følge. Jo højere 
køleraten er, jo større bliver underafkølingen af cellen, og jo mere intracellulært is vil dannes. 
 
IIF har været kendt længe [Chambers & Hale, 1932] og har altid været associeret med øget dødelighed, 
sandsynligvis på grund skader forårsaget af det mekaniske stress på cellens organeller, der følger med 
isdannelsen [Muldrew & McGann, 1990; Barbee, 2006]. Helt så firkantet kan det tilsyneladende ikke 
stilles op. Først og fremmest rapporterer flere kilder om, at cellerne har en vis tolerancegrænse overfor 
IIF, selvom dette kun menes at være på få volumenprocent [Asahina et al., 1968; Fuller et al., 2004], eller 
så længe krystallerne hver især holder sig under en vis størrelse [Shimada & Asahina, 1975]. Herudover 
menes det også, at IIF ikke er skadelig for cellen per se, men først udgør en fare ved opvarmning når 
rekrystallisation finder sted [Shimada & Asahina, 1975; Fowler & Toner, 1998], og at dette kan 
forhindres ved tilstrækkeligt høje varmerater [Mazur et al., 1969; Mazur et al., 1972; Farrant et al., 1977]. 
Derudover har lokaliseringen af den intracellulære is også en stor rolle for overlevelsesmulighederne, 
idet visse dele af cellen er mere vitale end andre [Farrant et al., 1977; Bischof & Rubinsky, 1993]. 
 
En lille fraktion af is inde i cellen kan endda i visse tilfælde tænkes at være til gavn for cellen (hvis 
rekrystallisation vel at mærke undgås ved optøningen), da dette kan forhindre cellen i at dehydrere til et 
niveau under den kritiske cellevolumen. Derudover skal cellen heller ikke udligne et så stort osmotisk 
stress ved optøning, da den som udgangspunkt vil indeholde en større fraktion af vand/is. 
 
Samspillet mellem de skader, der er forbundet med lave kølerater, og de der er med høje kølerater, giver 
som sagt det karakteristiske omvendte U i Figur 13, som viser den optimale kølerate. Denne kølerate er 
blevet undersøgt for mange celletyper, ofte i meget brede kølerate intervaller. Figur 14 viser eksempler 
på overlevelsesratens afhængighed af køleraten for fire celletyper. 
 
 
Figur 14. Overlevelsesraten for fire celletyper ved et bredt udsnit af 
kølerater [Fuller et al., 2004]. Se Tabel 2 for kilder. 
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Som det kan ses i Figur 14, er der stor forskel på, hvilken kølerate der er den mest optimale for hver 
enkelt celletype. Der er desuden også stor forskel på, hvordan det kurven ser ud, hvilket viser at de 
føromtalte skadelige effekter spiller forskelligt ind på celletyperne. Dette viser også, at 
skadesmekanismerne sandsynligvis er mere komplicerede end blot samspil mellem solut-relaterede 
skader og IIF. Et lille udpluk af de celletyper, hvis optimale kølerate der er blevet bestemt, er vist i Tabel 
2. 
 
Som det fremgår af Tabel 2, kan den optimale kølerate variere med mere end en faktor 1.000 mellem 
nogle af celletyperne. Den optimale kølerate afhænger af den hastighed, hvormed cellen kan udligne det 
osmotiske stress, som igen afhænger af blandt andet membranens vandpermeabilitet, samt antallet af 
aquaporiner. Netop antallet af aquaporiner har Tanghe et al. undersøgt nærmere. Ved at få gærceller til 
at øge ekspressionen af aquaporin-kodende gener, kunne de få dem til at tolerere højere fryserater i 
forhold til vildtypen, uden at dette havde nogen konsekvenser ved lavere kølerater [Tanghe et al., 2004]. 
 
Når vand fryser, afgives som nævnt latent varme. Denne varmeudvikling vil mindske væskens kølerate, 
så længe frysningen finder sted. Denne ændring i køleraten har vist sig at give lavere overlevelsesrater, 
end hvis køleraten holdes konstant [Son et al., 2010]. For at holde en stabil kølerate under frysningen 
anvendes en metode kaldet Controlled Rate Freezing (CRF). Heri indgår et sammensat køleprogram, 
hvor frysekammeret skifter til en lavere temperatur i det interval hvor prøven fryser, for at modsvare 
den latente varme der udvikles, og holde en konstant kølerate i prøven. Så snart denne varme er 
udviklet, stiger temperaturen i kammeret igen. Et eksempel på et CRF-program og prøvens medfølgende 
kølerate er vist i Figur 15. 
 
Figur 15. Controlled rate freezing. Temperaturen i frysekammeret falder omkring prøvens frysepunkt, for 
at modsvare den latente varme, og derved holde en konstant kølerate i prøven [Son et al., 2010]. 
Tabel 2. Optimale kølerater for en række celletyper. 
Celletype Optimal kølerate (°C/min) Kilde 
Røde blodceller (Human)(Figur 14) 3.000 [Miller & Mazur, 1976] 
Spermatozoer (Mus)(Figur 14) 27-130 [Koshimoto & Mazur, 2002] 
Gærceller (Figur 14) 10 [Mazur & Schmidt, 1968] 
Diploide fibroblastre (Human) 2-5 [von Bohmer et al., 1973] 
Stamceller (Mus)(Figur 14) 2 [Leibo et al., 1970] 
Spermatozoer (Tyr) 1-2 [Polge & Lovelock, 1952] 
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Det er forsøgt at opstille modeller til at forudsige hvilken kølerate, der er den optimale, for hvert enkelt 
celletype, eller nærmere ved hvilke kølerater IIF kan forventes at forekomme. En af de mest omfattende 
af disse modeller tager højde for mange faktorer, og er en kobling af fire ligninger, der alle relaterer til 
flukset af vand over cellemembranen. Heri tages der blandt andet højde for den hydrauliske 
konduktivitet (vandbevægelse over membranen), dennes aktiveringsenergi, overfladearealet/volumen af 
vand i cellen, vanddamptryk, osmolaliteten i cellen, sammen med flere af disse parametres afhængighed 
af temperaturen [Mazur & Koshimoto, 2002]. På trods af modellens grundighed, stemmer den ikke 
overens med empirien. Modellen forudsiger eksempelvis, at IIF først bør forekomme ved kølerate på 
2.000 °C/min for spermatozoer fra mus, men forsøg viser øget dødelighed allerede under 260 °C/min. En 
anden model viser samme tendens [Curry et al., 1994], og her foreslår forfatterne, at andre mekanismer 
end IIF må være årsagen til den lave overlevelse ved høje kølerater. 
 
Hvilken nedkølingsrate der er mest optimal afhænger meget af hele forsøgsopstillingen, og kræver 
sandsynligvis mere komplicerede modeller end de nuværende. Eksempelvis viser forsøg, at ikke bare 
tilsætning af en bestemt mængde kryoprotektanter, men også hvilken kryoprotektant der anvendes, har 
betydning for overlevelsen [Leibo et al., 1970]. Herudover er der også opnået vidt forskellige optimale 
kølerater for samme celletype, på tværs af forsøg, på grund af afvigelser herimellem. Eksempelvis er der 
for humane røde blodceller vist optimale kølerater fra 220 °C/min [Rindler et al., 1999] til 3.000 °C/min 
[Miller & Mazur, 1976]. 
 
Køleraten har også en anden mere indirekte effekt på cellernes overlevelse, da den er afgørende for 
raten, som isen breder sig gennem mediet med. Denne rate er afgørende for, om partikler i opløsningen 
bliver skubbet foran isen eller inkorporeres heri [Azouni et al., 1997]. Ved de langsomme rater vil flere 
partikler blive inkorporeret, mens de ved højere rater undgår dette [Lipp & Körber, 1993; Rempel & 
Worster, 2001]. Den vækstrate der udgør grænsen mellem de to udfald kaldes den kritiske vækstrate. 
Herudover vil større partikler inkorporeres i isen ved en lavere vækstrate af isen end små partikler [Lipp 
 
Figur 16. Morfologi af dendritter i en celleopløsning med glycerol ved fire forskellige kølerater. a: 3,34 
°C/min. b: 11 °C/min c: 20,4 °C/min d:60,2 °C/min. Målestok er 50 µm [Ishiguro & Rubinsky, 1994]. 
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& Körber, 1993; Rempel & Worster, 2001]. Ligeledes har partikler med en høj varmeledningsevne lettere 
ved at blive inkorporeret end partikler med en lav varmeledningsevne [Chernov et al., 1977]. Hvorvidt 
denne form for inkorporering i isen skulle være særlig skadelig, eller gavnlig, er endnu ikke undersøgt. 
 
En anden form for inkorporering i isen, som menes at have store konsekvenser for cellen, forekommer 
når dendritter fanger cellerne. Både tilstedeværelsen og morfologien af dendritterne afhænger blandt 
andet af køleraten. Højere kølerate medfører finere forgrening af dendritterne, vist i Figur 16. Celler, der 
fanges mellem dendritter, overlever ikke. Tilsætning af glycerol har dog vist sig at ændre måden, hvorpå 
cellerne inkorporeres i isen, på en gunstig måde. Glycerolen forårsagede, at cellerne ikke blev skubbet af 
isfasen, men blev inkorporeret med det samme. Dette medførte, at cellerne ikke blev mast sammen 
under frysningen, og dette menes at være forklaringen på den øgede overlevelse [Ishiguro & Rubinsky, 
1994]. 
 
Høje kølerater kan som nævnt medføre glasdannelse af opløsningen. Da hverken opkoncentrering af 
solutter, IIF eller mekanisk stress fra is finder sted, når opløsningen bliver til glas, vil dette betyde en 
øget overlevelsesrate. Figur 17 viser en udvidelse af Figur 13, hvor kølerater der fører til vitrifikation, 
også er indtegnet. 
 
Hvilke kølerater der skal til for at opnå glasdannelse, afhænger af opløsningens sammensætning, da visse 
komponenter gør opløsningen mere viskos, og gør overgangen til glas lettere. Herudover har 
opløsningens volumen også en stor betydning, da større voluminer er sværere at køle hurtigt og ensartet. 
Dumont et al. observerede to optimale kølerateintervaller for flere celletyper, hvor det ene var ved 
intermediære rater som tidligere observeret, mens det andet lå over 30.000 °C/min. Ved denne høje 
kølerate menes glasdannelsen at være årsagen til den øgede overlevelse [Dumont et al., 2004]. 
 
Køleraten har altså en afgørende rolle for overlevelsesraten af cellerne. Mange medie- og cellespecifikke 
faktorer har indflydelse på, hvilken kølerate der er den optimale, hvilket gør den svær at forudsige. Når 
det er vigtigt at anvende den optimale kølerate, for eksempel i forbindelse med medicinsk brug, hvor 
høje overlevelsesrater ofte er vigtige, er det derfor sikrest selv at undersøge forskellige kølerater ved den 
anvendte forsøgsopstilling, frem for at bruge en kølerate fra litteraturen, eller udregne den via 
modellering. 
 
Figur 17. Udvidelse af den klassiske ’omvendt U’ model, hvor der her også medtager cellernes øgede 
overlevelsesrate ved kølerater der forårsager glasdannelse. Modifikation af Figur 13. 
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Opbevaringstemperaturen og varigheden  
Opbevaringstemperaturen og varigheden af opbevaringen hænger ofte sammen. Jo lavere temperaturer 
cellerne opbevares ved, jo mindre bliver deres metabolisme, og jo længere tid kan de opbevares her uden 
nævneværdige skader fra metabolitter. Inde for et vist interval betyder lavere opbevaringstemperatur 
også en lavere overlevelsesrate grundet andre kulderelaterede skader, som forstærkes, jo lavere 
temperaturen er. Af disse årsager kan det derfor være en fordel at kende tidshorisonten for 
præserveringen, for at bestemme den optimale opbevaringstemperatur. 
 
Opbevaringstemperaturen påvirker overlevelsesraten, så snart denne temperatur er under cellens 
normale. Overlevelsesraten falder i takt med opbevaringstemperaturen, indtil den når en vis grænse. Ved 
temperaturer under denne grænse er overlevelsesraten stabil [Dumont et al., 2006]. Denne nedre grænse 
kan tænkes at være opløsningens eutektiske punkt. Under denne temperatur vil hele opløsningen være 
solidificeret (eller blevet til glas), og diffusion er ikke længere mulig. Hele systemet er statisk, og en 
yderligere sænkning af temperaturen vil ikke have betydning.  
 
Ved temperaturer lige over det eutektiske punkt vil en lille fraktion af opløsningen være væske. Hvis IIF 
er undgået, vil denne fraktion være i og omkring cellerne, og i disse situationer kan man forvente 
tidsfaktoren spiller en større rolle, da der er muligheder for molekylær bevægelse i form af diffusion, 
hvilket muliggør skadelige processer såsom ukontrollerede ion-pumper og enzymatiske reaktioner 
[Grout & Morris, 1987], om end ved langsomme rater. Til gengæld vil udfældning af salte, hvilket også er 
en af årsagerne til celleskader [Han & Bischof, 2004], ikke være indtruffet i samme grad. 
 
Lavere opbevaringstemperaturer betyder altså som udgangspunkt en lavere overlevelsesrate. Til gengæld 
nedsættes cellens aktivitet jo lavere temperaturen er, hvilket også nedsætter hastigheden, de skadelige 
processer finder sted med, og cellerne kan opbevares i længere tid. Dette giver det vigtige samspil 
mellem opbevaringstemperaturen og -tiden. 
 
Varmerate 
Når celleopløsninger skal tøs op, er den brede opfattelse at dette skal foregå hurtigst muligt, for at undgå 
at cellerne udsættes for de skadelige processer der forekommer ved optøningen. Dette er blandt andet 
skader relaterede til høje solutkoncentrationer, rekrystallisation og eventuelt devitrifikation. 
 
Som tidligere beskrevet finder rekrystallisation primært sted umiddelbart under frysepunktet (Figur 9 s. 
12). Dette betyder at isen er meget mere dynamisk ved høje temperaturer (under frysepunktet), end ved 
de lavere, hvor cellerne oftest opbevares. Når opløsningen tøs op, skal den igennem et 
temperaturinterval, hvor isen er meget dynamisk, hvilket skader cellerne [Dumont et al., 2006]. I forsøg 
af Mazur & Schmidt fandt man at rekrystallisation fandt sted ved temperaturer over -50 °C, og at 
overlevelsesraten faldt drastisk, hvis cellerne blev tøet langsomt op ved disse temperaturer [Mazur & 
Schmidt, 1968]. I dette tilfælde er cellerne kølet langsomt ned, så al isdannelse og rekrystallisation må 
forventes at foregå ekstracellulært. 
 
Hvis opløsningerne er blevet kølet hurtigt ned, har varmeraten en endnu vigtigere rolle. For det første 
øger en hurtig nedkøling opløsningens polykrystallinitet og giver derfor mulighed for øget 
rekrystallisation ved optøning. For det andet øges risikoen for IIF, som, hvis det ikke slår cellen ihjel per 
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se, også vil rekrystallisere under optøningen, og derved skade cellen yderligere. Dette betyder at under 
optøning vil rekrystallisation finde sted i højere grad på grund af øget polykrystallinitet, og være mere 
skadelig, fordi den også finder sted inde i cellen. Derfor er en endnu højere varmerate her nødvendig for 
at undgå skader [Mazur & Schmidt, 1968; Mazur, 1977; Koshimoto & Mazur, 2002].  
 
Hvis glas blev dannet under nedkølingen, i stedet for is, bliver devitrifikation også et problem. Lige som 
rekrystallisation er devitrifikation også knyttet til et bestemt temperaturinterval, som meget følger 
rekrystallisations. Her vil glassen begynde at krystallisere og udvide sig, og disse krystaller vil endvidere 
rekrystallisere, og skaderne er derfor endnu større, og øger igen vigtigheden af en høj varmerate. 
 
Det temperaturinterval, hvor isdynamikken er forøget, har ikke kun betydning ved opvarmning. Hvis 
køleraten er lav vil også mere rekrystallisation kunne nå at finde sted. Dog vil lavere kølerate medføre 
mindre polykrystallinitet, som igen vil tale imod denne effekt. Med hensyn til opbevaringstemperaturen 
skal denne også helst ligge under rekrystallisationsintervallet, da opbevaringen heri vil være skadelig, 
især hvis der er anvendt en høj kølerate, som har øget polykrystalliniteten. 
 
Hvilken fryseprotokol der er bedst i en given situation er svær at forudsige, da mange faktorer spiller 
ind. Trial and error strategier ser stadig ud til at være den bedste løsning i mange tilfælde. Som 
udgangspunkt er høje varmerater bedst, mens opbevaringstemperaturen og varigheden afhænger af 
hinanden. 
2.3.2 Andre skader 
Det er ikke alle problematikker, i forbindelse med kryopræservering af celler, der kan relateres direkte 
til de fire ovenstående punkter. Her beskrives nogle af de andre skader der kan forekomme på cellerne 
ved kryopræservering, og hvad de skyldes. 
 
IIF kan også forekomme ad andre veje, end ved intracellulær nukleation som ses ved høje kølerater. 
Selvom cellemembranen fungerer som en isbarriere, og forhindrer is i at brede sig ind i cellen, findes der 
tilfælde, hvor dette forsvar svigter. Et af cellens ellers vigtige redskaber til at kunne forhindre IIF, 
aquaporinerne, kan også være en af årsagerne til IIF. Når ekstracellulært is dannes, og kommer i tæt 
kontakt med cellen, kan isen passere ind over membranen via aquaporinerne, ind til cellens indre 
[Mazur, 1961; Fuller et al., 2004]. Det er også vist, at IIF kan trænge over membranen på grund af små 
brud eller defekter på membranen. Disse kan være kommet på grund af et kortvarigt skift i den 
elektriske energi (electrical transients), der forekommer ved is/vand interfasen [Steponkus et al., 1984], 
eller forårsaget af et kraftigt fluks af vand, der har revet små huller i membranen [Muldrew & McGann, 
1994]. I forbindelse med IIF og brud på membranen, er der endnu diskussion om, hvad der kom først – 
skyldes IIF brud på membranen, eller skyldes brud på membranen IIF? Nukleationstemperaturen, eller 
mere eksakt, graden af underafkøling før nukleationen finder sted, er også afgørende for risikoen for IIF 
[Muldrew & McGann, 1994]. En øget underafkøling medfører at en større andel af cellerne danner IIF, 
og denne andel stiger kraftigt når underafkølingen øges, som vist i Figur 18. 
 
Under nedkøling sker der som nævnt en række ændringer i cellemembranen, herunder fasetransitioner. 
Dette kan blandt andet få betydning for membranens permeabilitet af ioner. Den osmotiske gradient, der 
opstår i forbindelse med frysning, bliver i nogle tilfælde ikke kun udlignet ved vand effluks, men også 
ved ion indfluks. Hvis cellen ved optøning ikke når at bringe dens oprindelige ionkoncentration tilbage, 
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vil der være et overskud af intracellulære ioner. Dette vil først og fremmest blive udlignet ved, at vand 
trænger ind i cellen. Cellens volumen bliver øget til mere end dens normale grænse, og kan medføre 
lysering. Dette fænomen kaldes post-hypertonisk lysering [Paula et al., 1996; Bordi et al., 1998; 
Muldrew, 2008]. 
 
Cellekoncentrationen har også vist sig at have en indflydelse på overlevelsesmulighederne ved 
kryopræservering. Selvom alle er enige om at cellekoncentrationen er vigtig, varierer resultatet mellem 
forsøgene. For hamsterovarier er der fundet en optimal cellekoncentration på 104-107 celler per ml. Både 
over og under dette interval var overlevelsen kraftigt forringet [Robinson & Knight, 1973]. Ved høje 
cellekoncentrationer blev der observeret forøget indhold af acid phosphatase (et enzym der kløver 
phosphatgrupper fra andre molekyler) omkring cellerne, hvilket menes at være årsagen til den lave 
overlevelse ved høje cellekoncentrationer. For humane røde blodceller er der i flere forsøg blevet påvist, 
at en højere koncentration af celler medførte en lysering af en større andel af cellerne, og at så lave 
koncentrationer som muligt var at foretrække [Pegg, 1981; Mazur & Cole, 1985; De Loecker et al., 1998]. 
Samme tendens er blevet observeret i leverceller fra rotter [De Loecker et al., 1998]. Her menes 
hovedårsagen til den forhøjede dødelighed en øget friktion mellem de dehydrerede cellers membraner, 
og dette mekaniske stress medførte lysering [Mazur & Cole, 1985; De Loecker et al., 1998]. 
 
I de fleste tilfælde, hvilket inkluderer alle ovenstående resultater, undersøges kun de direkte skader, der 
ses i forbindelse med kryopræservering. Disse karakteriseres som førsteordensskader. En række skader, 
som ikke manifesterer sig som celledød, men som dog stadig opstår i processen, er der i litteraturen 
mindre fokus på. Disse skader kaldes andenordensskader [Fuller et al., 2004], og kan være nogle cellen 
selv kan oprette, når den får energien til det, når metabolismen igen øges efter kryopræserveringen. De 
kan også være mere alvorlige, og betyde at cellen har mistet sin funktionalitet og ikke kan opfylde sit 
formål, selvom den stadig er i live. I sådanne tilfælde vil mange af de teknikker, der bruges til at 
undersøge viabiliteten af cellerne efter optøningen, kategorisere cellerne som levedygtige, selvom de 
eksempelvis ikke vil kunne fungere i samspil med andre celler. Dette område er vigtigt at få undersøgt 
inden nye metoder inddrages til medicinsk brug, da bevarelsen af funktionaliteten er en nødvendighed, 
for at behandlingen skal have en effekt. 
 
 
Figur 18. Forekomsten af IIF stiger i takt med underafkølingen. Den pågældende 
opløsnings frysepunkt er ikke angivet i kilde [Muldrew & McGann, 1994]. 
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Selvom der er bred enighed omkring de overordnede skadelige processer, der følger med 
kryopræservering, er forskningsresultaterne ikke helt entydige. Der er mange parametre at skrue på, og 
de undersøgelser der er lavet, er derfor sjældent opbygget ens, hvilket kan forklare variationen af 
resultaterne. Celletypen har vist sig at have en stor betydning for, hvordan frysningen skal foregå, for at 
give de bedste resultater. Kølerate og varmerate er nøgleord i denne sammenhæng, og hertil er der også 
stor enighed om, at solutterne i opløsningen spiller en stor rolle. Produktion af bestemte solutter indgår 
som nævnt også i tilpasningen til temperaturer under frysepunktet i flere organismer, og dette har man 
også taget til sig i forbindelse med kryopræservering. Her tilsættes særligt udvalgte solutter for at øge 
cellernes overlevelsesmuligheder. Disse solutter kaldes kryoprotektanter, og er blevet til et vigtigt 
redskab i kryopræserveringen. 
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2.4 Kryoprotektanter 
Kryoprotektanter, på engelsk cryoprotective agents (CPA), er komponenter, der beskytter celler mod 
flere af de skader, der er forbundet med kryopræservering. Dette koncept er blevet observeret i naturen, 
blandt arter der lever i kolde egne, og er nu overført til kryopræserveringen. CPA findes i mange 
afskygninger. Af de der forekommer naturligt i organismer kan nævnes frie aminosyrer, trehalose og 
glycerol, som er meget udbredt blandt insektarter der lever i kolde egne [Krunic & Salt, 1971; Sømme & 
Conradi-Larsen, 1977; Vanin et al., 2008], samt glukose som anvendes af frysetolerante frøer [Costanzo 
et al., 1993], hvor koncentrationen i nogle væv kan nå op på 300 mM [Storey & Storey, 1984]. I alle 
organismerne ses tydeligt en stigning af CPA i hæmolymfen, når de kolde måneder kommer, og er altså 
et vigtigt respons på lave temperaturer. Disse CPA bruges også til kryopræservering ligesom andre 
stoffer, der har vist samme kryoprotektive effekt, såsom ethylen glykol (EG) og dimethyl sulfoxid 
(DMSO), som sammen med glycerol og trehalose er de oftest anvendte CPA til kryopræservering af 
celler. 
 
I dette afsnit beskrives de gængse CPA, samt deres kendte og formodede funktioner. Herefter følger et 
underafsnit hvor kryoprotektanten DMSO, dens funktioner og bivirkninger bliver grundigt gennemgået, 
da netop denne CPA er anvendt i projektet. 
 
CPA deles ofte op i to grupper, som afspejler deres overordnede mekanisme i forbindelse med 
kryopræserveringen – membranpenetrerende og ikke membranpenetrerende CPA. Tabel 3 viser hvilken 
gruppe de oftest anvendt CPA tilhører. 
 
De penetrerende CPAs hovedfunktion er at trænge ind i cellen og øge den intracellulære osmolalitet 
betragteligt. Denne øgede osmolalitet vil betyde, at cellen mister mindre vand til det ekstracellulære 
rum, når solutkoncentrationen heri stiger i forbindelse med isdannelse. Dette betyder også at 
koncentrationen af elektrolytter i den ufrosne del bliver lavere, og derved mindskes de solut-relaterede 
skader, som ses ved lave kølerater. I systemer med penetrerende CPA bliver osmotisk ligevægt ikke kun 
opretholdt ved effluks af vand fra cellen, men også indfluks af CPA i takt med at den frosne fraktion 
vokser. Da membranen som regel er mindre permeabel overfor CPA end vand, kan dette betyde, at 
celler er mere tilbøjelige til at underafkøle og danne IIF ved lavere kølerater, end hvis CPA ikke havde 
været til stede. Sammen med de mindskede solut-relaterede skader kan dette forklare, det skift der ses i 
overlevelsesratens afhængighed af køleraten, vist i Figur 19. Som det fremgår af figuren vil tilsætning af 
CPA samlet set øge den maksimale overlevelse, mens den optimale kølerate sænkes. 
 
En vigtig parameter for hvor effektiv en CPA er, er derfor dens evne til at binde vandmolekyler 
[Zhmakin, 2009]. Jo flere vandmolekyler der bindes, jo færre intracellulære vandmolekyler vil indgå i 
det osmotiske regnskab. Dette mindsker efflukset af vand, og derfor også risikoen for at komme under 
den kritiske cellevolumen. Endnu en vigtig egenskab er CPAs evne til at forhindrer isdannelse ved at 
lave hydrogenbindinger med vandmolekylerne, så disse ikke er orienteret korrekt til at kunne 
krystallisere [Grout & Morris, 1987], hvilket sænker isdannelseshastigheden. 
 
Tabel 3. De mest anvendte CPA og deres type. 
Penetrerende Ikke-penetrerende 
Propylen Glykol Sukrose 
Ethylen Glykol D-Mannitol 
Glycerol Trehalose 
Dimethyl Sulfoxid Laktose 
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Der er også ulemper forbundet med penetrerende CPA. Under optøning falder den ekstracellulære 
koncentration af CPA i takt med at isen smelter. Derfor forekommer der et effluks af CPA fra cellen for 
at udligne denne koncentrationsgradient. Er varmeraten for høj, falder den ekstracellulære 
koncentration af CPA hurtigere end ligevægten kan nå at indtræffe, da effluksraten af CPA er begrænset. 
Vand trænger derfor ind i cellen for at udligne den osmotiske gradient og kan medføre post-hypertonisk 
lysering. Ved samtidig at anvende ikke-penetrerende CPA, kan dette problem undgås. En høj 
koncentration af ekstracellulære solutter i form af ikke penetrerende CPA, vil modvirke lyseringen, da 
opløsningen vil være mere hypertonisk. Derfor anvendes ofte en kombination af begge typer CPA 
[Kücük & Baser, 2007]. 
 
De ikke-penetrerende CPA har ofte store osmotiske koefficienter, så de øger osmolaliteten langt højere 
end deres molære koncentration. Disse bruges til at dehydrere cellen allerede inden frysning. Dette 
minimerer risikoen for IIF, og gør det derfor muligt at bruge højere kølerater [Fuller et al., 2004]. 
 
CPAs molekylære mekanismer, udover deres rolle i osmoreguleringen, er ikke særligt klare, og brugen af 
dem har derfor langt hen ad vejen beroet på trial and error strategier. CPAs virkemåde er sandsynligvis 
hverken simple eller ens, da de hver især varierer meget på en række fysiske parametre [Yu & Quinn, 
1994]. Der findes en række hypoteser for, hvordan kryoprotektanter hver især beskytter celler ved 
nedfrysning på ikke-kolligative måder. 
 
Hydrofile kosolventer, herunder visse CPA, stabiliserer proteiner, hvorimod hydrofobe kosolventer, der 
binder til proteinerne, destabiliserer dem. Årsagen til at proteinerne stabiliseres og holdes i den naturlige 
formation ligger i, at en denaturering eller dissociation af proteinet vil medføre større kontaktoverflade 
med det frastødende kosolvent, hvilket er en ufavorabel reaktion, og ligevægten forskydes derfor mere 
til den stabile proteinform [Arakawa et al., 1990].  
 
Som det også er observeret i forbindelse med visse organismers naturlige forsvar, yder CPA også en 
beskyttende funktion ved at modvirke den ugunstige faseovergang af cellemembranen til gel-fase, som 
følger med lave temperaturer [Giraud et al., 2000; Bryant et al., 2001]. Ekstracellulære CPA yder 
yderligere beskyttelse ved at forhindre mekaniske skader cellerne kan yde på hinanden, når de mases 
sammen, når den ufrosne fraktion svinder ind [Bryant et al., 2001]. 
 
 
Figur 19. Tilsætning af CPA øger overlevelsen af kryopræserverede celler, og 
sænker samtidig den optimale kølerate. Replika fra [Zhmakin, 2009]. 
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CPA er også vigtige i forbindelse med glasdannelse. Jo mere CPA der er tilsat opløsningen, jo lavere 
kølerater kan anvendes for at opnå glasdannelse. Sammenhængen mellem køleraten og koncentrationen 
af CPA, der som minimum skal til for at opnå glasdannelse, har Berejnov et al. undersøgt for en række 
forskellige CPA [Berejnov et al., 2006]. Her kan det eksempelvis ses, at for koncentrationer af glycerol på 
omkring 40-45 % (w/v) skal en kølerate på godt 100 °C per sekund til, for at opnå glasdannelse, og for 20 
% w/v skal rater på over 500 °C per sekund til. I takt med at en opløsning fryser til is, vil 
koncentrationen af CPA (og andre solutter) øges i den ufrosne del. Herved bliver køleraten, der skal til 
at opnå glas, kontinuerligt lavere, og vil til sidst være lavere end den aktuelle kølerate, og den resterende 
fraktion vil blive til glas. Dette vil dog ikke være tilfældet, hvis den eutektiske temperatur opnås først, da 
dette vil betyde en komplet solidificering af systemet i stedet. 
 
På trods af CPAs mange fordele, er der et vigtigt problem forbundet med brugen af dem. Mange af dem 
er toksiske for celler ved høje temperaturer, hvilket især komplicerer brugen af dem til medicinsk 
behandling. Derfor tilsættes CPA kort før nedfrysning og fjernes fra mediet umiddelbart efter optøning. 
Denne toksicitet betyder også, at CPA ikke kan anvendes i høje koncentrationer, og derfor anvendes der 
ofte små koncentrationer af forskellige CPA i kryomedierne. 
2.4.1 DMSO 
DMSO bliver i dag brugt i flere forskellige sammenhænge inden for celleforskningen. Udover 
kryopræservering bliver det blandt andet anvendt som cellefusogen (fusion af celler) samt inducer til 
celledifferentiering, hvilket også vidner om DMSOs bivirkninger ved kryopræservering. Mange af 
anvendelsesmulighederne er fundet ved et tilfælde, og de molekylære mekanismer der lægger bag, er 
ofte ikke kendte.  
 
Man mener at DMSO, når det er opløst i vand, danner hydrogenbindinger til to vandmolekyler (Figur 
20), og at denne interaktion er skyld i den store frysepunktsnedsættelse. Denne konformation er mere 
energifavorabel end den mellem DMSO molekyler i den rene opløsning. Ved en DMSO-Vand 
molekylefordeling på 1:2, kan frysepunktet sænkes helt ned til -75 °C [Rasmussen & MacKenzie, 1968].  
 
Siden opdagelsen af DMSOs egenskab som kryoprotektant i 1959 [Lovelock & Bishop, 1959], er der 
blevet lavet mange forsøg på at bestemme den optimale koncentration til kryopræservering. Resultater 
har vist alt lige fra 4,8 % [Mahajan & Renapurkar, 1993] til 40 % (w/w) [Ali & Shelton, 1993] i de 
forskellige forsøgsopstillinger, som både har indeholdt enkelte celler, væv og endda hele insekter. Blandt 
virkningsmekanismerne er en proteinstabiliserende effekt ved lave temperaturer, som opnås allerede ved 
koncentrationer på 5-10 % (v/v) [Arakawa et al., 1990], samt en modvirkning af skader på membranerne 
af celler såvel som mitokondrier [Yu & Quinn, 1994]. Herudover øger DMSO cellemembranens 
vandpermeabilitet, hvilket gør cellen i stand til bedre at holde osmotisk ligevægt under frysning og 
optøning [Pfaff et al., 1998]. DMSO har også vist sig at beskytte cellerne mod de reaktive oxygener der 
dannes under frysningen [Rauen & de Groot, 1998]. 
 
 
Figur 20. Molekylær konformation af DMSO i ren form (til venstre) og i vandig 
opløsning (til højre) [Yu & Quinn, 1994]. 
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DMSO har en meget høj membranpermeabilitet, og kan tilmed trænge over cellulære barrierer såsom 
hud.  Dens permeabilitetskvotient over plasmamembranen er ca. en fjerdedel af vands, og ni gange større 
end glycerol (v. 20 °C) [Bunch & Edwards, 1969]. Denne høje permeabilitet som DMSO besidder, er 
sandsynligvis med til at forbedre dens egenskab som CPA, da dette også bidrager til at modvirke det 
osmotiske stress, der opstår under frysning og optøning. 
 
I modsætning til DMSOs positive effekt ved lave temperaturer, hvor den beskytter membranerne, kan 
den ved temperaturer over frysepunktet have skadelig effekt på membranen, da DMSO både 
destabiliserer den, og kan forårsage cellefusion [Ahkong et al., 1975]. Herudover er DMSO også kendt 
for at inducere celledifferentiering, og det menes at skyldes, at DMSO fjerner nogle naturlige blokader 
på differentieringspathwayen [Yu & Quinn, 1994]. Denne bivirkning ved DMSO menes dog at være en 
fordel, når det er celler fra marven der kryopræserveres [Toren & Rechavi, 1993]. 
 
Selvom DMSO er kendt for at stabilisere proteiner ved lave temperaturer, har den en modsat virkning 
ved høje, hvor den forårsager denaturering [Fujita et al., 1982]. Selvom DMSO er vandopløseligt, og 
primært hydrofil ved lave temperaturer, har den stadig hydrofobe egenskaber. Denne hydrofobe tilstand 
favoriseres jo højere temperaturen bliver, og dermed øges også DMSOs evne til at binde til proteiner. 
Denne binding sænker proteinets denatureringstemperatur i en koncentrationsafhængig grad. Selve 
bindingen til proteinerne har også konsekvenser i form af inaktivering af enzymer. DMSO lader til kun 
at binde til bestemte proteiner ved en given temperatur, da man ved stuetemperatur både har observeret 
en polymerisering af tubulin, og depolymerisering af actin, hvilket sandsynligvis afhænger af proteinets 
relative hydrofobicitet [Arakawa et al., 1990]. Ved en given koncentration og temperatur kan DMSO 
altså binde til nogle proteiner, men frastødes af andre. Dette gør det svært at forudsige de eksakte 
konsekvenser der vil følge med tilsætningen af DMSO til en bestemt opløsning. 
 
På trods af DMSOs bivirkninger er den stadig en ofte anvendt kryoprotektant i kraft af sine 
cellebeskyttende egenskaber ved lave temperaturer, og den relativt høje membranpermeabilitet. De 
alvorligste bivirkninger kan undgås ved at bruge lave koncentrationer af DMSO, eller ved at sørge for, at 
cellerne ikke bliver eksponeret unødvendigt længe for den, ved temperaturer over frysepunktet. Der er 
dog stadig risici forbundet med brugen af CPA, og derfor forskes der stadig i at optimere kryomedierne. 
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2.5 Antifryseproteiner 
Det første tegn på antifryseproteinernes (Antifreeze Proteins, AFP) eksistens fandt Ramsay i 1964, da 
han observerede en frysepunktnedsættelse i kropsvæsker fra melormen Tenebrio molitor [Ramsay, 
1964]. I slutningen af 1960’erne observerede DeVries og kolleger, at blod fra visse antarktiske fiskearter 
havde et lavere frysepunkt, end hvad der kunne forventes ud fra blodets osmolalitet. De fandt, at denne 
ikke-kolligative sænkelse af frysepunktet skyldtes et bestemt glykoprotein, disse fisk havde i blodet, som 
et værn mod indre isdannelse de lave havtemperaturer ellers ville forårsage [DeVries & Wohlschlag, 
1969]. 
 
Siden da er der fundet flere proteiner med samme effekt, ikke kun i fisk og insekter, men også i planter 
[Atici & Nalbantoglu, 2003], bakterier [Kawahara, 2002] og svampe [Hoshino et al., 2003], alle fra kolde 
egne i verden. Disse proteiner kaldes samlet for antifryseproteiner, eller de mindre udbredte termer 
termisk hysterese proteiner (thermal hysteresis proteins) og isstruktureringsproteiner (ice structuring 
proteins), på grund af deres egentlige funktion. AFP har også vist sig at være gode rekrystallisations-
inhibitorer [Knight et al., 1984; Budke et al., 2009], og går derfor også nogle gange under dette navn. 
Mekanismerne bag denne inhibering er ikke helt afklarede, men er sandsynligvis koblet til AFPs 
egenskab til at kunne binde iskrystallerne og ændre deres damptryk. 
 
AFP varierer i størrelse og form, ikke bare på tværs af de grupper af organismer de er fundet i, men også 
inden for hver. AFP fra fisk, som er de mest undersøgte, inddeles i fem typer blandt andet efter form 
[Venketesh & Dayananda, 2008]. Lignende inddeling er ikke lavet for AFP fra de andre grupper af 
organismer. Selvom størstedelen af forskningen i AFP har taget udgangspunkt i AFP fra fisk, har AFP fra 
insekter vist sig at kunne sænke frysepunktet i en meget højere grad end set i andre organismer, og er 
derved ved at tiltrække sig mere opmærksomhed. 
 
Den unikke egenskab AFP har, ved at kunne sænke frysepunktet på en ikke-kolligativ måde, har gjort 
den interessant i flere industrielle sammenhænge, eksempelvis i forbindelse med frysetolerante 
transgene afgrøder [Hightower et al., 1991], og dens evne til at modvirke rekrystallisation kan udnyttes 
til at bevare teksturen i fødevarer efter frysning [Griffith & Ewart, 1995; Regand & Goff, 2006]. Inden 
for kryopræservering er AFP også et undersøgt område, men har her givet meget blandede resultater. 
 
Dette afsnit indeholder en beskrivelse af AFPs struktur og funktion med udgangspunkt i de AFP, der er 
observeret i insekter, da det AFP der anvendes i dette projekt stammer herfra. Herudover beskrives de 
resultater, der foreligger i litteraturen vedrørende brug af AFP i kryopræservering, hvilke alle endnu 
omhandler AFP fra fisk. Derfor beskrives også de vigtigste forskelle mellem AFP fra fisk og insekter, og 
hvordan disse forskelle vil have indflydelse på kryopræserveringen. Til sidst følger en kort præsentation 
af det AFP der anvendes i dette projekt. 
2.5.1 Struktur 
Både størrelse og struktur varierer meget blandt AFP grupperne. Fælles for dem alle er, at de har nogle 
bindingssites der kan interagere med isoverflader. En teori går på at disse sites er flade og mere hydrofile 
end resten af proteinoverfladen. Ved bindingen med isen er threonin og alanin vigtige komponenter, og 
AFP indeholder derfor relativt mange af mindst én af disse aminosyrer [Davies et al., 2002]. En anden 
teori går på at det er hydrofobe områder på proteinet, der binder til isen, og den alaninrige sekvens blot 
er med til at styre strukturen af proteinerne [Harding et al., 1999]. 
 
Selvom der er fundet AFP i mange forskellige insekter, er det endnu de færreste der er blevet strukturelt 
karakteriseret. De der er, viser at proteinerne vejer omkring 10 kDa, og består af en stor spiralstruktur, 
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med mindst én flad side med threonin-rige motiver, der fungerer som isbindingssite, illustreret med et 
eksempel fra Choristoneura fumiferana (møl - Granvikler) i Figur 21. Sekvensen gentager sig ofte, hver 
gang et loop er lavet, hvilket giver parallelle beta-sheets langs den flade isbindingsside [Graham et al., 
1997; Graether et al., 2000]. Dette menes at gøre AFP fra insekter i stand til at binde til flere planer på 
iskrystaller, og være årsagen til den øgede effektivitet i forhold til andre AFP [Graether et al., 2000]. 
Selvom alle AFP fra insekter generelt har samme struktur, afviger de meget i indholdet af disulfidbroer 
[Barrett, 2001]. 
2.5.2 Frysepunktsnedsættelse 
Normalt styres en opløsnings smelte- og frysepunkt af dets kolligative egenskaber, og begge disse 
punkter ligger ved samme temperatur. Når AFP er til stede, og binder til iskrystallerne, adskilles disse to 
temperaturer fra hinanden. AFP vil sænke frysepunktet, mens smeltepunktet stadig kun vil afhænge af 
opløsningens kolligative egenskaber. Forskellen mellem fryse- og smeltepunkt kaldes termisk hysterese, 
og opløsningens frysepunkt kaldes hysterese frysepunktet. 
 
AFPs effektivitet måles som den adskillelse mellem smelte- og frysepunktet den forårsager, og betegnes 
antifryseaktiviteten. Antifryseaktiviteter bliver målt i små voluminer, hvor temperaturen er lettere at 
kontrollere og temperaturgradienter undgås. Målingerne kræver desuden, at der er is til stede i prøven, 
og hysteresen, der opnås med AFP fra insekter, er omvendt lineært korreleret med logaritmen til 
massefraktionen af is i prøven. Iskrystallens størrelse i forhold til prøvevolumen betyder derfor noget for 
den hysterese der kan opnås, og er vigtig at kende [Hansen & Baust, 1988; Zachariassen et al., 2002]. 
Massefraktionen af is (f) kan udregnes med følgende formel [Zachariassen & Husby, 1982]: 
 
𝑓 = 1 −
𝑡𝑚
𝑡𝑠
 (7) 
 
Hvor tm er opløsningens smeltepunkt og ts er den temperatur, hvor den lille iskrystal er i ligevægt med 
resten af opløsningen. For at kunne sammenligne antifryseaktivitet, skal de bygge på samme f-værdi. Det 
er blevet foreslået at denne standardværdi skal være 1/1000 [Zachariassen et al., 2002]. Laves flere 
målinger hvor forholdet mellem tm og ts måles, får man en række fraktionsværdier, og der kan, via 
regression, laves en funktion, der giver et udtryk for hvad hysteresen vil være til en given f-værdi, for 
netop det undersøgte protein, ved en given koncentration. Heri indsættes f = 0,001, for at få et udtryk for 
 
Figur 21. Struktur af AFP fra C. fumiferana set fra siden og toppen. Threoniner, som ofte forbindes med bindingen til is, er 
markeret med rød, og er samlet på én side af proteinet, som binder til isen. Fra RSCB Protein data bank (ID: 1Z2F). 
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antifryseaktiviteten ved standardværdien af isfraktionen. Denne måde at angive antifryseaktivitet på er 
dog ikke særligt udbredt. 
 
Måden, hvorpå AFPs binding til is menes at give anledning til frysepunktnedsættelse, er delte, om end 
ikke særligt forskellige. Overordnet er der stor enighed om, at AFP har bindingssites, og at det er denne 
binding, der ligger til grund for sænkelsen af frysepunktet. 
 
Stabiliteten i bindingen mellem AFP og is, og hele dynamikken heromkring, er der flere meninger om. 
Nogle mener, at der i alle temperaturer mellem fryse- og smeltepunktet, vil være en dynamisk 
udveksling af AFP mellem isoverfladen og opløsningen [Burcham et al., 1986]. En anden teori siger at 
alle AFP i opløsningen vil binde sig irreversibelt til overfladen af iskrystallen ved kontakt [Raymond & 
DeVries, 1977]. En tredje teori siger, at der ved smeltepunktet er ligevægt mellem AFP i opløsningen og 
en region i interfasen, hvor tilstanden så at sige er en blanding mellem is og vand (Interfacial region), 
illustreret i Figur 22 til venstre. Så snart temperaturen sænkes, vil proteinerne i denne interfase blive 
irreversibelt bundet til isen, og yderligere udveksling af proteiner vil ikke finde sted. Antallet af AFP i 
interfasen afgør derfor mængden af AFP der er bundet til iskrystallen, og derved graden af 
antifryseaktivitet [Kristiansen & Zachariassen, 2005]. Dette understøttes blandt andet ved at 
antifryseaktivitet kan øges ved at tilsætte komponenter til opløsningen, som vil gøre AFP mindre 
opløselige (Figur 22 til højre). Dette vil forskyde ligevægten af AFP mod interfasen, som medfører større 
antifryseaktivitet, når temperaturen sænkes [Kristiansen et al., 2008]. 
 
Udover selve bindingen med isen, er der også forskellig opfattelse af hvilke termodynamiske love der 
skal anvendes for at forklare frysepunktsnedsættelsen. Nogle af disse teorier kobler 
frysepunktsnedsættelsen til ændringer i overfladestrukturen af is, i form af konveks vækst af isen mellem 
AFP bundet hertil, som vist i Figur 22 til venstre. Dette vil medføre balance imellem vandets og isens 
 
Figur 22. Til venstre illustreres hvordan en øget opløselighed af AFP vil betyde færre AFP i interfasen og derved en lavere 
antifryseaktivitet [Kristiansen, Internet]. Til højre ses frysepunktsnedsættelsen i °C som funktion af AFP (fra billen Rhagium 
inquisitor) koncentrationen med og uden salte (0,25 M Na3C6H6O7) [Kristiansen et al., 2008]. 
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energitilstande. Disse kan relateres til de føromtalte teorier om nukleation, og foreslår at 
frysepunktsnedsættelsen enten skyldes et øget overflade:volumen forhold [Raymond & DeVries, 1977], 
eller en øget kurvatur [Kristiansen & Zachariassen, 2005], i isfasen. Herved udlignes den forskel der 
opstår ved temperaturer under frysepunktet, mellem vand- og isfasen i henholdsvis den frie energi eller 
damptrykket, ud fra princippet kaldet Kelvin effekten. 
2.5.3 Hysterese frysepunktet 
Antifryseaktiviteten er begrænset til en vis temperaturssænkning, hvorefter AFPs effekt ikke længere 
kan udligne den stigende energiforskel imellem faserne. Når dette er tilfældet, er isen ikke længere 
stabil, hysterese frysepunktet er nået, og isvækst vil finde sted, som hvis væsken havde været 
underafkølet. Dette betyder en hurtig vækst af isen, indtil enten hele opløsningen er frosset til is, eller 
der er opnået termodynamisk ligevægt mellem de to faser. 
 
Antifryseaktiviteten der kan opnås med AFP fra fisk og planter ligger på få grader. AFP fra insekter 
skiller sig ud, og kan give op imod syv graders hysterese [Kristiansen et al., 2008], og omtales i nogle 
sammenhænge som hyperaktive AFP. I ækvimolære koncentrationer har AFP fra insekter vist sig at 
være op mod 100 gange mere effektivt end fiske-AFP. Denne forskel menes at skyldes at AFP fra 
insekter kan binde til flere planer på iskrystallen, og derved øges effektiviteten [Pertaya et al., 2008]. 
Denne binding til flere planer af isen kommer også til udtryk i morfologien af de iskrystaller der dannes. 
 
Iskrystaller i opløsninger med AFP fra fisk, får en bipyramidal (spikulær) form inden de stabiliseres af 
AFP (Figur 23). Dette skyldes af AFP fra fisk kun kan binde til prismeplanet af iskrystallen (a-aksen på 
Figur 5, side 9), og krystallen derfor kun kan gro ud af basalplanet (c-aksen på Figur 5) [Davies & Hew, 
1990]. Denne form vil holdes indtil temperaturfaldet overstiger antifryseaktiviten, hvorefter isen breder 
sig ud i resten af opløsningen. Dette sker indtil hele opløsningen er frosset til, eller en ligevægt i 
smeltepunktet er opnået. Her vil det kun være de kolligative kræfter der spiller ind, da isfraktionen vil 
være så stor, at AFPs effekt kan tilsidesættes. Sammenlignes med AFP fra insekter beholder iskrystallen 
her sin facon, når temperaturen kommer under smeltepunktet, sandsynligvis fordi disse binder til alle 
planer på iskrystallen, og helt forhindrer isvækst (Figur 23 til højre) [Graham et al., 1997]. 
 
Figur 23.  Til venstre illustreres den bipyramidale form forårsaget af AFP fra fisk der binder til prismeplanet, og isvækst derfor 
fortsætter ud af basalplanet. Modificeret fra [Davies & Hew, 1990]. Til højre ses iskrystalvækst i opløsninger med a) 
hæmolymfe fra billen Tenebrio molitor, b) rekombinant AFP fra T. molitor, som begge ikke viser karakteristisk vækst, og med 
c) Type I fiske-AFP og d) Type III fiske-AFP som begge viser spikulær isvækst [Graham et al., 1997]. 
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2.5.4 AFP og kryopræservering 
I kraft af sin evne til at sænke frysepunktet på en ikke-kolligativ vis, er det oplagt at anvende AFP til 
hypotermisk præservering, hvor organisk materiale opbevares så koldt som muligt, dog uden risiko for 
isdannelse. Der er i den forbindelse lavet flere forsøg med AFP, for at undersøge mulighederne for at 
sænke opbevaringstemperaturen og forbedre de foreliggende resultater. Selvom denne opgave fokuserer 
på kryopræservering, medtages her resultaterne der foreligger fra den hypotermiske præservering, da 
dele af kryopræserveringen foregår hypotermisk, og samme problemstillinger til en vis grad gør sig 
gældende. I langt det meste af litteraturen omkring kryopræservering med AFP er der anvendt AFP fra 
fisk, og alle resultaterne, der er nævnt i dette afsnit, er alle fra forsøg, hvor disse typer AFP er anvendt.  
 
Resultaterne fra hypotermisk præservering er blandede, og udfaldet lader til i en vis grad at afhænge af 
typen og koncentrationen af AFP. I mange sammenhænge har AFP vist sig at have en beskyttende effekt 
på både celler og hele organer [Rubinsky et al., 1991; Amir et al., 2004], og det menes at skyldes, at AFP 
også kan stabilisere elektrolyt gradienten over cellemembranen ved at blokere passive ionkanaler 
[Rubinsky et al., 1990; Rubinsky et al., 1992b], eller interagere med cellemembranen og stabilisere den 
ved de lave temperaturer [Hays et al., 1996; Tablin et al., 1996]. Andre resultater tyder på, at AFP også 
har en toksisk effekt. Eksempelvis virker visse typer AFP cytotoksisk på thylakoidmembraner, og får den 
til at lække [Hincha et al., 1993]. Det er også vist, at spermatozoers motilitet nedsættes af AFP. Dette ses 
kun ved nogle koncentrationer, mens en positiv effekt observeres ved andre [Payne et al., 1994; Younis 
et al., 1998]. 
 
I kryopræservering er diversiteten af resultaterne endnu større. Her har især koncentrationen af AFP 
igen stor betydning for udfaldet. Gennemgående er der observeret, at lave koncentrationer (5-150 µg/ml) 
af AFP har vist sig at have en positiv effekt på overlevelsesraten af cellerne, hvorimod højere 
koncentrationer har modsat effekt, og øger lysering af cellerne [Carpenter & Hansen, 1992; Pegg, 1992; 
Chao et al., 1996]. De positive resultater skyldes sandsynligvis AFPs evne til at minimere 
rekrystallisation ved opvarmningen. Denne positive effekt overgås af de negative, når koncentrationen af 
AFP øges. De lavere overlevelsesrater der følger med høje koncentrationer af AFP menes at skyldes at 
AFP her øger forekomsten af IIF, i kraft af øget underafkøling af væsken [Mugnano et al., 1995; 
Koushafar et al., 1997]. En anden forklaring er, at de spikler der dannes ved brug af AFP fra fisk, 
penetrerer cellemembranen, og derved fører til celledød. Ved højere koncentrationer af AFP bliver disse 
spikler længere og mere spidse [Davies & Hew, 1990], og vil forvolde større skade på cellemembranen 
[Ishiguro & Rubinsky, 1997]. På grund af disse destruktive mekanismer ved høje koncentrationer, 
foreslås det, at bruge AFP som adjuvant i kryokirugi [Koushafar et al., 1997; Pham et al., 1999]. 
 
Ved kryopræservering ved glasdannelse ser resultaterne mere entydigt gode ud [Rubinsky et al., 1992a; 
Arav et al., 1993; Martinez-Paramo et al., 2008]. Her anvendes også høje koncentrationer af AFP, men i 
kraft af at frysning undgås, dannes der ikke skadelige spikler. AFPs evne til at modvirke isvækst vil også 
betyde, at en mindre fraktion af opløsningen når at blive til is, i stedet for glas, under nedkølingen. Ved 
optøning af glas er de største farer devitrifikation og rekrystallisation. Dette modvirker AFP og kan 
derved øge overlevelsesraten. 
 
Kryopræservering i opløsninger med AFP har altså både sine fordele og ulemper. En af de store ulemper 
er dannelsen af spikulære iskrystaller, som ved høje koncentrationer af AFP helt overskygger den 
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positive effekt AFP har, ved at modvirke rekrystallisation. Denne positive effekt forventes at være større 
ved større koncentrationer af AFP, men overgås altså af de negative effekter. Derfor lader det til at være 
oplagt at anvende AFP fra insekter i stedet for fisk, da dette ikke vil give den spikulære isvækst, og 
muligvis vil kunne øge overlevelsesmulighederne. 
2.5.5 RmAFP#1 
Her beskrives kort det antifryseprotein der er anvendt i de foreliggende forsøg. Proteinet stammer fra 
billen Rhagium mordax (Blankplettet tandbuk), som lever i det nordlige Europa og nordvestlige Asien. 
Billen hører til blandt de organismer der benytter fryseundvigelsesstrategien. Der er i alt fundet syv 
isotyper af AFP i billen, og det er ’isotype 1’ der her anvendes. Dette protein kaldes RmAFP#1. 
 
RmAFP#1 består af 135 aminosyrer (145 med signalpeptid), og vejer 12.344 Da. Proteinet består 28 % 
threonin og 21 % alanin, hvilket er et typisk karakteristikum for AFP. Proteinstrukturen er ikke blevet 
analyseret, men et bestemt motiv (TxTxTxT) gentages med jævne mellemrum, hvilket tyder på en spiral 
form med isbindingssites parallelt med hinanden, som er set i AFP fra C. fumiferana i Figur 21. Proteinet 
indeholder kun to cysteiner, og strukturen bygger altså ikke på disulfidbroer, som ellers set i flere insekt 
AFP [Graham et al., 1997; Kristiansen et al., 2005; Li et al., 2005]. 
 
Aminosyre sekvensen for RmAFP#1 er at finde i appendiks. 
 
 
 
Figur 24. Rhagium mordax. 
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2.6 A6-celler 
De celler, der er anvendt i projektet, bliver kort præsenteret her, med fokus på emner relevante for 
kryopræservering. 
 
Cellerne stammer fra frøen Xenopus laevis (sporefrø). X. Laevis forekommer naturligt i det sydlige 
Afrika, men er blevet introduceret flere steder i verden. Den lever i varme våde egne, og foretrækker 
temperaturer mellem 15 og 25 °C. Det forventes derfor ikke, at den har noget specielt udviklet forsvar 
mod temperaturer under frysepunktet, og der forelægger ingen rapporteringer om AFP i denne art. 
 
Cellerne er fra epitelet i de distale tubuli i frøens nyrer. Denne cellelinje kaldes A6, og er en ofte 
anvendt cellelinje i laboratorieundersøgelser, da de er gode mammalanaloger. Forskning med disse celler 
fokuserer primært på hormonreguleret iontransport og –balance. Nyreceller indeholder generelt flere 
aquaporiner end mange andre celler, da osmobalance er blandt hovedfunktionerne. 
 
I laboratoriet bliver A6 dyrket i vækstflasker med polystyren. Her vil de hæfte sig på bunden og, hvis 
vækstbetingelserne tillader det, dele sig hver 24. time, indtil de danner et konfluent monolag. Herefter 
vil de differentiere og polarisere sig, og danne en apikal (top) og basolateral (bund) side. Herefter vil de 
begynde at transportere salt fra den apicale til den basolaterale side, hvilket medfører et tilsvarende fluks 
af vand, og dannelse af domer (Figur 25). 
 
Cellerne trypsineres med jævne mellemrum, hvilket vil medføre en opløsning af monolaget, 
dedifferentiering og depolarisering. Cellesuspensionen sås herefter på ny. Denne proces kaldes 
subkultivering, og foretages løbende for at sikre cellernes funktionalitet, og at de ikke eksempelvis har 
udviklet sig i cancerlignende retninger. Hvis cellerne skal anvendes i eksperimenter som enkelte celler, 
bruges trypsineringen også. 
 
 
Figur 25. A6 dyrkningscyklus. A) Celler I suspension – ny-trypsinerede. B) Celler der har delt sig, indtil et 
monolag er formet. C) Differentierede celler hvis iontransport har forårsaget domer. 
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3 Hypotese 
Særligt AFPs egenskab til at forhindre rekrystallisation har gjort dem interessant i forbindelse med 
kryopræservering af især celler, da netop rekrystallisation her er en af hovedproblematikkerne. 
Indledende forsøg med AFP fra fisk i kryopræservering har indtil videre vist blandede resultater, og der 
er endnu lang vej til medicinsk implementering. Resultaterne viser at AFP ofte med succes kan bruges i 
små koncentrationer, men desværre har en direkte negativ effekt ved højere koncentrationer. Dette 
forklares ved at tilsætningen af AFP har to hovedmekanismer. Inhibering af rekrystallisation som den 
positive effekt, og dannelse af isspikler der skader cellemembranen som den negative effekt. Morfologien 
af isspiklerne er afhængig af koncentrationen af AFP. De spikler, der dannes ved højere koncentrationer 
af AFP, er særligt skadelige, og overskygger den positive effekt. 
 
Inhibering af rekrystallisation er størst ved høje koncentrationer af AFP, så for at få det fulde udbytte af 
AFPs potentiale, skal høje koncentrationer kunne bruges. Kan dannelsen af skadelige spikler undgås ved 
høje koncentrationer af AFP, kan den positive effekt fremhæves, og gøre AFP et vigtigt og meget mere 
brugbart redskab i kryopræserveringen. 
 
Løsningen ser midlertidigt ud til at være at anvende AFP fra insekter frem for fisk. AFP fra insekter 
binder til iskrystallerne på en måde så de skadelige isspikler undgås, og har samtidig egenskaben til at 
modvirke rekrystallisation lige som AFP fra fisk. Dette vil i teorien optimere cellers 
overlevelsesbetingelser ved kryopræservering. Om denne teori holder i praksis undersøges i dette 
projekt. 
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4 Metode 
For at undersøge om AFP med fordel kan tilsættes celleopløsninger forud for kryopræservering, blev der 
opstillet forsøg hvor AFP, sammen med kontrolproteiner, blev tilsat frysemedier sammen med ny-
trypsinerede nyreceller af cellelinjen A6. Disse prøver blev frosset ned under kontrollerede forhold til -
196 °C, og efter 20 timer tøet op igen, hvorefter deres viabilitet blev bestemt. Forud for disse fryseforsøg 
skulle protein produceres, celler klargøres og en frysemetode udvikles, hvilket alt sammen beskrives i 
dette afsnit. 
 
Her beskrives først, hvordan både AFP og kontrolproteinet Glutathion-S-Transferase (GST) blev 
produceret ved at udtrykke dem i bakterier - fra konstruering af plasmider, til de færdige 
proteinopløsninger. Idet oprensningen af ren AFP var problematisk og tidskrævende, blev der til de 
første fryseforsøg anvendt AFP-opløsninger som indeholdte andre proteiner end AFP, mens der blev 
arbejdet videre på at udvikle en metode til at få AFP i en renere form. Dette lykkedes inden deadline, og 
en renere AFP-opløsning er derfor anvendt i de sidste forsøg.  
 
Herefter følger metoderne til dyrkningen og subkultiveringen af cellelinjen A6, som forløb under hele 
projektet, samt metoderne for bestemmelsen af cellernes viabilitet og koncentration, som blev foretaget 
forud for hvert fryseforsøg. Der følger en beskrivelse af de forsøg, der blev foretaget i forbindelse med at 
udvikle proceduren, der anvendes i fryseforsøgene, sammen med en beskrivelse af alle de parametre der 
er fokuseret på i fryseproceduren. Til sidst beskrives selve fryseforsøgene, hvori alt det ovenstående 
arbejde samles, hvor AFPs effekt på overlevelsesraten bliver testet i forskellige scenarier. 
 
Materialer og opløsninger, der er blevet anvendt, nævnes kun kort her i metodeafsnittet, og mere 
detaljeret information om disse kan findes i appendiks, sammen med en mere uddybende gennemgang af 
visse metoder. 
4.1 Proteiner 
Det anvendte AFP stammer fra billen Rhagium mordax. Flere varianter af AFP er fundet i denne 
organisme, men kun proteinet benævnt RmAFP#1 er testet her. Forud for projektet er genet for 
RmAFP#1 sat ind i kloningsvektoren pGEX-2T, som derpå er indsat i Escherichia coli stammen BL21, 
hvorfra det er muligt at udtrykke og oprense proteinet via GST genfusionssystemet. BL21 stammens 
egenskaber og pGEX-2T konstruktet beskrives her i metodeafsnittet, men det understreges at det 
arbejde, der ligger i designet og konstrueringen af disse, er lavet af Postdoc Bjarne Vincents forud for 
dette projekt. Al arbejde med E. coli i forbindelse med proteinproduktionen er lavet i professor Hans 
Ramløvs laboratorium (NSM, RUC), og metoderne til produktionen af proteiner tager udgangspunkt i 
dem, der på forhånd var anvendt i dette laboratorium. 
 
Videre følger metoden der blev anvendt til oprensningen af proteinet. Denne metode var under 
projektet stadig under udvikling, da det endnu ikke var muligt at få rene AFP-opløsninger. Et eksempel 
på et mislykket forsøg på oprensning af AFP beskrives også i afsnittet, da problemstillingen her, har 
relevans for diskussionen. Forskellige renhedsgrader af oprenset protein er anvendt i forsøgene, i takt 
med at metoden blev udviklet. De nærmere forhold er beskrevet under oprensningen af de enkelte 
proteiner senere i dette afsnit. I den resterende del af rapporten vil RmAFP#1 blot benævnes AFP 
medmindre andet er beskrevet.  
4.1.1 E. coli BL21 stammen 
E. coli stammen BL21 er udviklet til brug for ekspression af rekombinante proteiner. Bakteriens 
genotype er: F-, dcm-, lon-, ompT, hsdS(rB- mB-), gal, som forklares i Tabel 4. 
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I denne stamme er plasmidet pGEX-2T, med genet for det rekombinante protein AFP, indsat som 
ekspressionsvektor. 
4.1.2 pGEX-2T konstruktet 
pGEX plasmidfamilien benytter GST genfusionssystemet til udtryk og oprensning af proteiner. De 
indeholder en række gener og regioner, illustreret i Figur 26, der er nødvendige for udtrykket og 
oprensningen af proteiner. Deres funktion er beskrevet i Tabel 5, som efterfølges af en beskrivelse af 
deres rolle i GST genfusionssystemet. 
 
Plasmidet giver ampicillinresistens; dette benyttes til, under konstruktion af ekspressionsstammen, at 
selektere de bakterier som bærer plasmidet. Resistensen sikrer også at bakterierne ikke taber plasmidet, 
og derved også genet for det ønskede protein, da resistensen og derved muligheden for at overleve, er 
bundet til plasmidet. 
 
Tabel 4. Forklaring af BL21 genotypen [OpenWetWare, Internet]. 
Genotype Forklaring 
F- 
Stammen indeholder ikke F-plasmidet, og forhindrer bakterierne 
i at kunne konjugere (overføre gener mellem hinanden). 
dcm- 
Blokering af en bestemt cytosinmethylering, og gør DNA’et 
modtageligt for kløvning af bestemte restriktionsenzymer. 
lon- 
Inaktivering af Lon proteasen, så udbyttet af rekombinante 
proteiner øges. 
ompT 
Mutation i en membranprotease, så udbyttet af rekombinante 
proteiner øges. 
hsdS(rB- mB-) 
Ophæver Eco restriktion og methylering, så umethyleret DNA 
kan introduceres uden det bliver nedbrudt. 
gal 
Mutation i galaktosemetabolismen, så organismen ikke kan 
katabolisere galaktose. 
 
Figur 26. Stamstrukturen af pGEX plasmiderne. Modificeret fra [GE-LifeSciences, Håndbog]. 
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LacI repressoren bliver kontinuerligt udtrykt og forhindrer tac-promotoren i at starte transskription af 
GST. Transskription af GST kan startes ved at tilsætte induceren isopropyl β-D-1-thiolgalactopyranosid 
(IPTG). IPTG mimer allolaktose som normalt starter transskriptionen af lac operonen, ved at binde til, 
og inaktivere, lacI repressoren. Denne funktion har IPTG også, og vil derfor forhindre lacI i at 
undertrykke tac promotoren, og transskription af GST påbegyndes.  Dette system gør det muligt at 
kontrollere genudtrykket [GE-LifeSciences, Håndbog]. 
 
MCS regionen (Figur 27) er placeret i forlængelse af GST genet, og varierer mellem de forskellige typer 
plasmider i pGEX familien. MCS for pGEX-2T indeholder tre restriktionssites. AFP-genet er blevet 
indsat mellem BamHI og EcoRI. Umiddelbart efter MCS regionen er der placeret stop codons. Hvis man 
sikrer sig at GST og AFP er i samme læseramme, vil transskription af GST også medføre transskription af 
AFP, i ét og samme protein. Dette protein kaldes fusionsproteinet. Regionen er ligeledes designet 
således, at fusionsproteinet indeholder et kløvningssite mellem GST og AFP, som er specifikt for 
thrombin. Dette kløvningssite anvendes, når AFP skal adskilles fra GST.  
 
Da genet, der koder for det ønskede protein, blev indsat i MCS regionen, medførte dette uundgåeligt at 
ekstra aminosyrer ville blive udtrykt på det færdige protein. I N-terminalen af det ønskede protein, ved 
overgangen til GST proteinet, sidder thrombin-kløvningsområdet, og adskiller derved det ønskede 
protein fra GST. Dette site indeholder aminosyrerne Leu-Val-Pro-Arg-Gly-Ser. Thrombin kløver dette 
site mellem arginin og glycin. Dette betyder, at det ønskede protein uundgåeligt vil indeholde to ekstra 
aminosyrer (glycin og serin) på den N-terminale ende, da disse ikke fjernes ved kløvningen. 
Tabel 5. Beskrivelse af vigtige elementer i pGEX plasmidfamilien [GE-LifeSciences, Internet]. 
Region Funktion 
AMPr 
Denne region indeholder genet bla der koder for en β-lactamase 
der giver resistens over for ampicillin - et β-lactam antibiotikum. 
lacIq 
lacI genet koder for proteinet LacI - en repressor som normalt 
regulerer lac-operon’et, men her anvendes til at regulere den 
kunstige tac-promotor. Mutationen q øger produktionen af 
repressoren, for at sikre at tac promotoren effektivt kan 
undertrykkes. 
Ptac 
Dette er tac-promotoren, som reguleres af lacI. Når lacI 
induceres, begynder transskription af proteinet GST fra tac-
promotoren. 
gst 
Dette gen koder for proteinet glutathion-s-transferase, som har 
stor affinitet for glutathion hvilket udnyttes i oprensningen af 
proteinet. 
MCS 
Denne region indeholder en række restriktionssites (multiple 
cloning site - MCS), og ligger umiddelbart efter GST genet, hvor 
det rekombinante gen sættes ind. 
 
Figur 27. MCS regionen for pGEX-2T [GE-LifeSciences, Håndbog]. 
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I den C-terminale ende er der ikke yderligere aminosyrer på, når proteinet udtrykkes. Dette blev sikret, 
da insertet blev designet. Her bibeholdt man AFP genets naturlige stop codon (TGA). På denne måde 
undgås de ekstra aminosyrer, som ville følge med, hvis man valgte at benytte de stop codons, der indgår i 
MCS regionen. 
4.1.3 Produktion af protein 
Proceduren der blev anvendt for produktion af fusionsproteinet, tog udgangspunkt i den i forvejen 
anvendte procedure i laboratoriet. Her var der, forud for projektet, lavet small scale assays for at finde de 
optimale vækst-temperaturer og -tider, som varierer fra bakterie til bakterie, og protein til protein, og 
derfor bør bestemmes for netop den stamme og det protein, man arbejder med. Metoden fulgte i store 
træk de gængse metoder for protein produktion med GST genfusionssystemet [GE-LifeSciences, 
Håndbog]. Proceduren beskrives kort her, og kan findes mere detaljeret i appendiks. 
 
En E. coli BL21-stamme med det ønskede plasmid, blev inokuleret i LB-medie og overført dagen efter til 
TB-medie med kaliumphosphatbuffer og ampicillin, og sat til inkubation ved 37 °C under omrystning. 
Her voksede de igen til dagen efter, hvor kulturen blev fortyndet i mere medie, og et samlet volumen på 
fire liter opnås. Efter et kort kuldechok blev kulturen sat ved 30 °C i rysteinkubator, og 
proteinproduktionen blev induceret med IPTG. Efter fire timer blev bakterierne spundet ned ved 4.221 
g i 10 minutter, ved 4 °C. Supernatanten blev afskaffet, og pellet, som indeholdte cellerne og derved også 
det ønskede protein, blev gemt. 
 
Pellets blev resuspenderet i en opløsning indeholdende proteasehæmmerne ethylendiamintetra-
eddikesyre (EDTA) og Benzamidin, for at undgå nedbrydning af proteinerne. I opløsningen var desuden 
natriumazid, som fungerede bakteriostatisk, og forhindrede yderligere bakterievækst. Bakterierne blev 
herefter kørt fire gange gennem en fransk presse, for at bryde cellevæggen, og gøre cytosolen, som 
indeholdt det ønskede protein, tilgængeligt. Produktet blev spundet ned ved 19.891 g, hvorfra 
supernatanten gemmes, da denne indeholdte de cytosoliske proteiner. 
 
Cytosolen blev dialyseret ved 3,5 kDa cut off imod tris-buffer, og efterfølgende filtreret gennem fire 
filtre af stigende finhed, for at fjerne de største molekyler fra opløsningen og sikre at slangerne ikke blev 
stoppet, når prøven efterfølgende blev kørt på en affinitetskolonne. Kolonnen indeholdte glutathion-
sepharose, som GST binder til. Prøven blev recirkuleret på kolonnen natten over, så alle GST proteiner 
kunne binde til glutathionen. Herefter blev et spektrofotometer koblet til outputtet af kolonnen, som 
målte bølgelængden 280 nm. Herved kunne proteinudledningen fra kolonnen monitoreres. 
 
Tris-buffer blev kørt gennem kolonnen, indtil alle ubundne proteiner var skyllet ud. Herefter blev 
inputtet skiftet til en stærk glutathionopløsning, som vil konkurrere med det bundne glutathion om 
GST. Herved blev GST bundet til det frie glutathion, og skyllet ud. Indholdet af protein i outputtet blev 
fulgt via spektrofotometeret, som gjorde det muligt at opsamle den fraktion, der indeholdte det frigjorte 
GST, her i form af fusionsprotein med AFP. Prøven blev herefter opkoncentreret via ultrafiltrering, og 
var herefter klar til kløvning og videre oprensning af AFP. 
4.1.4 Isolering af protein 
Proceduren for isoleringen af AFP fra fusionsproteinet blev løbende optimeret, da det endnu ikke var 
lykkedes at producere en ren AFP-opløsning. Den første oprensning endte med et for lille udbytte af 
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protein med den tilgængelige metode. Der blev herefter fokuseret på kvantiteten af AFP frem for 
renheden. Derfor blev der efterfølgende brugt en metode, hvor de sidste oprensningstrin var undladt, og 
gav en opløsning, der både indeholdte GST, AFP, fusionsprotein og thrombin (kaldet AFP-mix). En 
kontrolopløsning kun indeholdende GST (kaldet GST), blev ligeledes lavet. Senere blev en 
oprensningsstrategi introduceret tids nok til at producere en opløsning, som kun indeholdte AFP (kaldet 
ren AFP), som blev brugt til at supplere de, på det tidspunkt, allerede lavede fryseforsøg.  
 
Her følger proceduren der blev anvendt ved den mislykkedes oprensning, efterfulgt af procedurerne 
brugt til at lave opløsningerne AFP-mix, GST og ren AFP. Til fremstilling af ren AFP blev der brugt 
resten af det allerede producerede AFP-mix. Følgende fire underafsnit er hver især en fortsættelse fra 
forrige afsnit ’Produktion af protein’. 
4.1.4.1 Mislykkedes oprensning  
Første oprensning endte med en utilstrækkelig mængde AFP, da en stor del gik tabt under selve 
oprensningen af AFP fra GST og fusionsprotein. Proceduren er her kort beskrevet, selvom produktet 
ikke blev brugt til nogen forsøg. Dette gøres fordi hovedproblematikken ved oprensningen, er et vigtigt 
resultat for diskussion af renheden af AFP-prøverne der blev anvendt i forsøgene. 
 
Første del af proceduren forløb som tidligere nævnt. Efter at havet kløvet fusionsproteinet med 
thrombin, indeholdte prøven frit AFP, GST, ukløvet fusionsprotein, thrombin, og glutathion. For at 
oprense AFP blev prøven kørt på en Superdex 75 kolonne til størrelseskromatografi.  Til opsamling af 
fraktionerne blev HPLC Äkta-systemet brugt. Via størrelseskromatografi burde det have været muligt at 
opsamle fraktioner med rent AFP, da størrelsen på disse molekyler i teorien ville være 12,5 kDa, og 
derfor vil ligge langt fra nogle af de andre proteiner, idet GST er 26 kDa, Thrombin 36 kDa og 
fusionsprotein 38 kDa. Ved opsamling var der dog stort overlap mellem GST og AFP, hvilket indikerede 
at størrelsen på disse to proteiner lå tæt på hinanden, og medførte at kun en meget lille fraktion af AFP 
var fri for GST. Det samlede rene proteinindhold var ikke nok til at bruge til nogen forsøg, vurderet ud 
fra hysteresemålinger og protein koncentration. 
4.1.4.2 AFP-mix 
Koncentrationen af protein i den opsamlede fraktion med fusionsprotein blev målt, da mængden af 
thrombin, der skulle tilsættes til at kløve fusionsproteinet, afhang af dette. Proteinkoncentrationen blev 
målt med Bradford Assay [Bradford, 1976], og der blev tilsat 1 U thrombin pr mg protein. Kløvningen 
løb natten over, hvorefter opløsningen blev dialyseret imod tris-buffer, for at fjerne glutathion. 
 
Denne opløsning blev herefter anvendt til fryseforsøg under navnet AFP-mix, da den indeholdte AFP, 
men også andre proteiner som GST, fusionsprotein og til dels thrombin. 
4.1.4.3 GST 
Proceduren for fremstilling af GST var den samme som AFP-mix, dog med den ene forskel at der til GST 
naturligvis blev brugt et konstrukt uden AFP-insert, så kun GST blev udtrykt. Herudover blev heller 
ikke thrombin tilsat, da kløvning var unødvendig. 
 
Efter GST var produceret, og var klar til brug, blev både proteinkoncentrationen i GST og AFP-mix målt 
via Bradford analyse samtidig, for at få mere sammenlignelige data i målingen. 
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4.1.4.4 Ren AFP 
Mens fryseforsøg med AFP-mix og GST blev lavet, blev der sideløbende gjort forsøg på at fremstille en 
opløsning med ren AFP. Her blev en metode introduceret, hvor det blev muligt at frasortere GST, 
thrombin og fusionsprotein fra AFP-mix prøven ved TCA-fældning (trichloreddikesyre), så en renere 
AFP-opløsning kunne anvendes til resterende fryseforsøg. TCA-fældning er en ofte anvendt metode til 
at udfælde proteiner fra opløsninger. Ikke meget vides om mekanismen bag TCA-fældning, men det 
menes at være en hydrofobisk aggregering af proteiner, hvor de tre chlorgrupper på TCA spiller en 
væsentlig rolle [Sivaraman et al., 1997]. Da disse kræfter sandsynligvis afhænger af proteinets størrelse, 
kan dette være forklaringen på, at kun AFP ikke blev udfældet. Den anvendte procedure til 
proteinfældningen følger her. 
 
15 ml af det tilbageværende AFP-mix blev blandet med 15 ml 10 % TCA, og spundet ned ved 4.150 g i 
15 minutter. Supernatanten indeholdte det rene AFP. Dette blev dialyseret imod Milli-Q i 1 kDa 
membran, for at fjerne TCA og salte, og blev til slut frysetørret og vejet. 
 
De frysetørrede prøver var klar til brug i fryseforsøg. Her blev de opløst i tris-buffer så den ønskede 
koncentration blev opnået, inden det blev tilsat prøverne. 
 
Prøver fra GST og AFP-mix opløsningerne blev herefter også dialyseret, frysetørret og vejet, for at få et 
sammenligneligt, og mere sikkert, resultat af proteinkoncentrationen, da målingerne via Bradford var 
ukonsistente. Alle koncentrationer opgivet i opgaven bygger på resultatet af frysetørringen. 
4.1.5 Ionbytningskromatografi 
Sideløbende med projektet arbejdede Postdoc Erlend Kristiansen i samme laboratorium på at oprense 
AFP via ionbytningskromatografi. I denne forbindelse blev indholdet af produkterne efter TCA-
fældning og deres renhed undersøgt. Resultatet viste at noget bandt sig til det rene AFP. Proceduren vil 
kun blive beskrevet meget overordnet her.  
 
0,5 mg ren AFP opløst i 20 mM tris pH 8,00 blev kørt på en 1 ml anion kolonne. Herefter blev en salt-
gradient kørt på kolonnen, og gik fra 0 mM til 250 mM på 30 minutter, alt imens absorbansen på 
outputtet blev målt på bølgelængderne 214, 230 og 280 nm. Til dette blev brugt Äkta p900 og UV900 
systemet, samt softwaren Unicorn v 4,12. Herigennem blev det observeret tydelige forskelle i fraktionen 
med AFP, sammenlignet med en ren kontrol. 
 
Idet en ukendt mængde fremmedlegeme var bundet til AFP, var det ikke muligt at fastslå mængden af 
AFP i prøverne. For at finde et andet udtryk for mængden af AFP i prøverne, blev deres 
antifryseaktivitet, altså graden af den hysterese de kan give, målt. Denne værdi er afhængig af 
koncentrationen af AFP, dog ikke i lineær sammenhæng. Denne værdi er på sin vis også vigtigere end 
koncentrationen, da hysteresen giver et direkte mål for graden af den effekt, proteinet kan give. 
4.1.6 Hysteresemålinger 
Til målinger af hysteresen blev et Otago nanoliter osmometer anvendt. Hele opstillingen bestod af en 
køler, der pumpede koldt vand gennem et køleelement hvori en metalplade med brønde til prøver var 
placeret. Metalpladen var fæstnet med en varmeledende silikone. Køleelementet og brøndene var 
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placeret i et lille kammer, der var overdækket med en glasplade, og placeret under en stereolup med en 
tilkoblet skærm. En pumpe var tilsluttet kammeret, og pumpede tør luft ind for at sænke 
luftfugtigheden. Otago osmometeret var ligeledes koblet til kammeret, og kunne finjustere temperaturen 
på metalpladen, hvori prøverne var placeret. Målingerne foregik i et klimarum med en humidistat 
tilknyttet, så en konstant lav luftfugtighed kunne holdes, hvilket minimerede kondensering omkring 
prøverne. 
 
Ved målinger blev brøndene fyldt med viskos immersionsolie. Til dette blev et kapillærrør, der er blevet 
udtrukket under opvarmning for at få et tilstrækkeligt tyndt rør, anvendt. Dette rør var fæstnet til en 
sprøjte med olie via forseglingsvoks. En lignende sprøjte med en mindre viskos olie blev brugt til at suge 
få nanoliter af prøverne med de forskellige proteinopløsninger op, som herefter blev loadet i 
immersionsolien i brøndene, så hver brønd indeholdte en dråbe prøve omgivet af olie. Optimalt bør en 
dråbe prøve fylde en tredjedel af brøndenes diameter, og ikke røre siderne, da dette vil give en ujævn 
køling i prøven. Prøven skal desuden være helt omgivet af olien fra brønden, så ikke der sker nogen 
fordampning. 
 
Når prøverne var loadet, blev osmometeret brugt til hurtigt at køle dem ned, indtil de flashfrøs, hvilket 
først skete ved meget lave temperaturer da opløsninger uden nukleatorer, og med disse små størrelser, let 
underafkøles. Herefter blev de varmet langsomt op til hele prøven var smeltet, for at fastlægge prøvens 
smeltepunkt. Herefter blev prøverne frosset igen, og varmet op til lige under frysepunktet. En så lille 
iskrystal som muligt blev lavet i prøven, og temperaturen dette blev opnået ved, blev noteret. Prøven 
blev herefter kølet langsomt ned. På et tidspunkt vil underafkølingen overskride AFPs 
frysepunktsnedsættelse og prøven flashfryser. Temperaturen dette skete ved blev noteret. Forskellen 
mellem denne værdi, og smeltepunktet kaldes hysteresen. Mere detaljeret beskrivelse af udstyr og 
metode til måling af antifryseaktivitet kan findes i kapitel 2 i [Graether, 2010]. 
 
Hysteresemålingerne blev brugt til at finde den mængde ren AFP der skulle anvendes til fryseforsøgene, 
for at få samme antifryseeffekt, som den der blev opnået med AFP-mix. Målingerne viste desuden også, 
at AFP stadig havde en antifryseeffekt, selvom fremmedlegemer var bundet til det. Da det ikke var 
muligt at bestemme koncentrationen af AFP i de enkelte prøver på grund af forureningen, blev 
prøvernes antifryseaktivitet brugt som udtryk for koncentrationen.  
 
I dette projekt blev der ikke arbejdet med f-værdier (jf. afsnit 2.5), som ellers er foreslået som 
standardmål, til at sammenligne antifryseaktivitet, fordi visse unøjagtigheder var forbundet med 
ovenstående metode. Ved målingerne blev det i stedet forsøgt at opnå samme størrelse på iskrystallerne, 
så de målte hystereser kunne sammenlignes inden for projektet. 
4.1.7 SDS-PAGE 
Proteinprodukter blev løbende kørt på SDS-PAGE i forbindelse med oprensning og optimering af 
procedurerne. Reagenser og materialer hertil var alle fra Invitrogen, og proceduren fulgte derfor også 
Invitrogens anvisninger. En gennemgang af proceduren kan findes i appendiks. 
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4.2 Celler 
Til samtlige fryseforsøg blev A6-cellelinjen fra frøen X. laevis anvendt. Disse blev doneret fra Lektor 
Henning Bjerregaards laboratorium (NSM, RUC). Deres præcise passagenummer er ikke kendt, men det 
blev løbende sikret, at cellerne var raske og differentierede som forventet, så cellerne kunne udelukkes 
at have udviklet sig i en cancerlignende retning. Med jævne mellemrum blev cellerne udskiftet med 
friske fra cellebanken i flydende nitrogen, da der efter ca. 20 passager begyndte at opstå forskellige 
morfologiske misdannelser ved cellerne. Cellerne blev dyrket og kultiveret ens gennem hele projektet, 
for at sikre sammenlignelige resultater. I dette afsnit beskrives metoderne for dyrkning og subkultivering 
af cellerne, samt bestemmelse af viabilitet i forbindelse med fryseforsøg. 
4.2.1 Dyrkning af celler 
Cellerne blev dyrket i medie indeholdende 63 % Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), 25 % 
Milli-Q vand, 10 % Føtal kalveserum (FBS) og 2 % pen-strep. DMEM indeholder en række aminosyrer, 
vitaminer, glukose og uorganiske salte nødvendige for cellevækst. FBS er en blanding af udefinerede 
proteiner og andet, herunder en række vækstfaktorer såsom hormoner, som får cellerne til at dele og 
differentiere sig. Pen-strep er en blanding af de to antibiotika penicillin og streptomycin, der forhindrer 
bakteriel kontaminering af mediet, og anvendes selvom der så vidt muligt blev arbejdet sterilt med 
cellerne. Mængden af vand tilsat er baseret på at opnå den ønskede tonicitet i den færdige opløsning på 
ca. 250 mmol/kg. 
 
Cellerne blev dyrket i EasYFlasks (25 cm2), hvor de én gang ugentligt blev subkultiveret ved 
trypsinering. Vækstmediet blev også skiftet én gang ugentligt, fire dage efter subkultiveringen. Cellerne 
blev opbevaret i en inkubator ved 26 °C, 100 % luftfugtighed og 5 % CO2. 26 °C er X. laevis’ optimale 
kropstemperatur, og derfor også den optimale temperatur for cellevækst. Luftfugtigheden blev holdt på 
100 %, for at undgå fordampning fra mediet, og 5 % CO2 sørgede for at holde en konstant pH i mediet på 
ca. 7,2. 
 
To cellekulturer blev dyrket separat, og subkultiveret på forskellige ugedage så der kunne laves forsøg to 
gange om ugen, da fryseforsøgene med celler altid blev udført syv dage efter sidste subkultivering. Under 
hele projektet blev cellerne dyrket, så de altid var klar til forsøg. Cellerne blev skiftet når de begyndte at 
danne unormal vækst, som sandsynligvis er aldersrelateret, og bunder i telomerforkortelse. Cellerne blev 
overdraget primo december 2008, og blev under projektet skiftet i ultimo april 2009 og primo oktober 
2009. 
4.2.2 Subkultivering 
Ved subkultivering blev den af de ugegamle flasker, hvor cellerne var mest ensartet, udvalgt. En total 
konfluens var på dette tidspunkt opnået. Gammelt vækstmedie blev fjernet, og 2,3 ml trypsin blev tilsat. 
Cellerne blev sat i et 37 °C varmt varmeskab i to minutter, da trypsin virker optimalt ved denne 
temperatur. 2 ml trypsin blev derefter fjernet, og cellerne blev sat i 37 °C igen. Med jævne mellemrum 
blev cellerne taget ud, banket forsigtigt løs og efterset i mikroskop, indtil de fleste af cellerne var 
suspenderet i trypsinen og ikke hæftede til andre celler. Dette var opnået efter 8-10 minutter i 
varmeskabet. Dernæst blev cellerne resuspenderet i ca. 5 ml vækstmedie, som inaktiverede trypsinen. 1 
ml cellesuspension blev overført til hver ny flaske der blev lavet. Ofte blev der lavet tre nye flasker. Til 
sidst blev der tilsat 9 ml friskt vækstmedie til flaskerne. Subkultivering og medieskift foregik sterilt i en 
LAF-bænk. 
 
Samme procedure blev anvendt da cellerne skulle høstes til forsøg. Her foregik trypsineringen altid syv 
dage efter sidste trypsinering, for at sikre samme udgangspunkt for cellerne, på tværs af forsøgene. Efter 
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trypsineringen blev cellerne resuspenderet i 3-4 ml af det medie der skulle anvendes i det følgende 
forsøg, i stedet for de 5 ml dyrkningsmedie, der bruges ved subkultiveringen. Cellerne blev spundet ned i 
60 sekunder ved relativt lave kræfter på 100 g i en bordcentrifuge, så cellerne ikke tog skade. 
Supernatanten indeholdende trypsin blev fjernet, og cellerne blev resuspenderet endnu engang i det 
medie der skulle anvendes i forsøgene. Herefter blev viabilitet og cellekoncentrationen af de høstede 
celler bestemt. 
4.2.3 Viabilitet og cellekoncentration 
Til at bestemme overlevelsesrater blev cellerne farvet med trypan blå. Dette stærkt vandopløselige 
farvestof kan ikke trænge over cellemembraner med intakt integritet. Levende celler holder derfor 
trypan blå ude for cellen, men det vil kunne trænge over cellemembranen hos døde celler. Trypan blå 
binder til proteiner, og vil derfor farve den indre cellemasse kraftigt hvis det trænger over membranen. 
Celler med intakte membraner vil fremstå som klare hvide celler, dog med perifer farvning, da trypan 
blå binder til membranproteiner. Til farvningerne blev et Bürker-Türk tællekamre anvendt, hvilket også 
gjorde det muligt samtidig at bestemme cellekoncentrationen, da tællingen skete i et defineret volumen. 
 
Ved farvning blev én del cellesuspension blandet med fire dele trypan blå (0,4 %). Prøverne blev 
inkuberet i fem minutter ved stuetemperatur. Herefter blev ca. 10 µl overført til et Bürker-Türk 
tællekammer, og levende og døde celler blev talt i de fire hjørnefelter. Da trypan blå også farvede 
proteinerne i cellemembranen, kunne visse levende celler fremstå meget blå, hvis deres membran var i 
fokus, frem for deres kerne. Derfor blev der hele tiden justeret fokus under tælling, for at sikre en 
korrekt tælling. 
 
Cellerne der lå inden for de afgrænsende linjer (Figur 28) i tællekammeret, samt cellerne der berørte den 
øvre og venstre afgrænsende linje blev talt.  Ud fra disse tal blev den samlede overlevelsesrate inden 
forsøget udregnet, samt cellekoncentrationen i stamopløsningen. Herfra kunne det udregnes hvor mange 
µl der skulle tilsættes hver enkelt fryseprøve, for at få den ønskede cellekoncentration. Koncentrationen 
byggede på både levende såvel som døde celler i opløsningen. I appendiks findes et eksempel på 
udregningerne for cellekoncentrationen. 
  
 
Figur 28. TV: Bürker-Türk Tællekammer. Fire kamre (L) som hver er 1 mm brede, 1 mm lange og 0,1 mm dybe bruges til 
celletællingen. TH: Viser farvede celler i ét af de fire hjørner, samt afgrænsningslinjer (røde) for tællingen. De klare prikker er 
levende celler. De sorte/mørkeblå er døde. 
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4.3 Metodeudvikling til fryseforsøg 
Med ’fryseforsøg’ hentydes til de forsøg, hvor A6-cellerne blev frosset ned i medier indeholdende 
forskellige forsøgsproteiner, tøet op og overlevelsesraten blev undersøgt. Metoden der blev anvendt til 
fryseforsøgene var selvkonstrueret, og bygger dels på elementer taget fra lignende procedurer, og dels på 
eget design. Gennem litteraturen blev der fundet en række parametre, som var vigtige for 
celleoverlevelsen. Forsøgsopstillingen blev designet med henblik på, let at kunne ændre eller måle disse 
parametre uafhængigt af hinanden, for at holde mulighederne, for at undersøge flere parametre i 
projektet, åbne.  
 
Parametrene der havde indflydelse på overlevelsen var; frysemedie, koncentration og valg af 
kryoprotektant, cellekoncentration, fryserate, varmerate, opbevaringstemperatur og højest sandsynligt 
også nukleationstemperatur. Herudover var valget af prøvevolumen, frysevarigheden samt 
koncentrationen af AFP også parametre, der blev overvejet i forbindelse med forsøgene. De fleste af disse 
parametre blev ikke ændret i nogle af de endelige fryseforsøg, da kun proteinkoncentration og fryse- og 
varmerate blev ændret her. Desuden blev prøver med forskelligt proteinindhold undersøgt og 
sammenlignet. Følgende afsnit indeholder beskrivelser af, hvilke overvejelser der blev gjort i forbindelse 
med de enkelte parametre, hvad parametre blev sat til i fryseforsøgene samt en begrundelse herfor. 
4.3.1 Kryoprotektant 
Kryoprotektanter (CPA) blev brugt i frysemedierne, for at forhindre intracellulær isdannelse (IIF). I 
dette projekt blev udelukkende DMSO anvendt som CPA. DMSO blev tilsat frysemedierne på 
bekostning af vand. Da alle medierne var vandige, gav det muligheder for at variere koncentrationen af 
DMSO betydeligt. De celler der blev anvendt til forsøgene, var inden overdragelse opbevaret ved -196 °C 
med 10 % (v/v) mættet DMSO-opløsning. DMSO er også en ofte anvendt CPA i kommercielle 
frysemedier (eks. CryoStor og Dextran). Af disse årsager blev der til fryseforsøgene også taget 
udgangspunkt i en DMSO opløsning. Gennem et fryseforsøg med forskellige DMSO-koncentrationer 
faldt valget på 10 % (v/v). 
4.3.2 Frysemedier 
Frysemedierne er de medier nyrecellerne blev anbragt i, inden de blev frosset ned i forbindelse med 
fryseforsøg. Indledningsvis blev der lavet tre forskellige frysemedier, med varierende grad af 
kompleksitet, som kan ses i Tabel 6, men kun ét af disse blev anvendt til de endelige fryseforsøg hvor 
AFP blev tilsat, da en afgrænsning var nødvendig. 
 
Ringermediet (R) var det simpleste frysemedie der blev anvendt. Det indeholder kun de basale salte, der 
skal til for at opretholde cellepotentialet samt glukose som kulstofkilde. Her var desuden tilsat 10 % 
DMSO og 10 % tris-buffer (v/v), hvilket gjaldt alle frysemedier. Dette medie havde færrest komponenter 
der kunne spille ind på AFP effekt, og gav derved de optimale betingelser for at observere AFPs effekt på 
overlevelsesraten. 
 
Dyrkningsmediet plus DMSO (M), som lignede det cellerne bliver dyrket i, blev anvendt for at give 
cellerne optimale betingelser ved frysningen, så den dødelighed der blev observeret, ikke skyldtes at 
cellerne manglede noget fra mediet (og for eksempel sultes), men kun skyldtes fryseskade.  
 
Dyrkningsmedie uden serum (U) adskilte sig kun fra M, ved ikke at indeholde serum. I stedet var der 
tilsat mere DMEM for at holde osmolaliteten. Da serummet indeholder et væld af udefinerede proteiner, 
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hvis indvirken på AFP er umulig at forudsige, skulle U-mediet have været anvendt, for at kontrollere om 
en sådan indvirken fandt sted. 
 
Da frysemedierne blev lavet, blev der i første omgang ikke tilsat tris-buffer. Denne blev først tilsat lige 
inden prøverne fryses ned, da det var i tris-bufferen, at proteinerne der blev undersøgt, var opløst. 
Kontrolprøver uden protein fik ligeledes tilsat 10 % tris-buffer. Der blev desuden lavet 
osmolalitetsmålinger på medierne, for at sikre at cellerne havde de samme optimale osmotiske 
betingelser i alle de anvendte medier. 
 
Ringermediet indeholdte 112,5 mM NaCl; 2,5 mM NaHCO3; 2,5 mM KCl; 1 mM CaCl2•2H2O. 
Ringermedier der blev anvendt i dette projekt, var desuden tilsat 5 mM glukose som kulstofkilde. Da 
tris-bufferen indeholdte NaCl, blev der kompenseret for denne mængde salt, da ringermediet blev lavet, 
så den endelige koncentration i fryseprøverne ville blive 112,5 mM NaCl. For detaljer vedrørende 
indholdet i DMEM og serum henvises til producenterne (hhv. Invitrogen og Biochrom). 
 
Til de endelige fryseforsøg blev kun ringermedie anvendt, da det blev nødvendigt at fokusere på ét 
medie. Ringermediet blev valgt, selvom dette medie ikke gav den bedste overlevelsesrate som 
udgangspunkt. Jeg vurderede at dette medie ville give det bedste indblik i AFPs effekt, da der her var 
færrest faktorer, som kunne spille ind på resultatet. Alle tre medier blev dog brugt til de indledende 
forsøg, hvor proceduren blev udviklet. 
4.3.3 Cellekoncentration 
Det er blevet vist at cellekoncentrationen spiller en vigtig rolle for overlevelsesraten i forbindelse med 
frysning for flere typer celler. Lave cellekoncentrationer har vist sig at forværre overlevelsesraten for 
neuroner (Wistar rotter) efter frysning [Young et al., 2000], mens en modsat tendens ses for røde 
blodceller (humane) [Nei, 1967]. En af årsagerne der menes at bidrage mest til den skadelige effekt ved 
høj koncentration af røde blodceller, er det mekaniske stress membranerne yder på hinanden, når de 
tvinges sammen under frysning [De Loecker et al., 1998]. 
 
At holde cellekoncentrationen konstant under fryseforsøgene var derfor vigtigt. Hvorvidt meget høje 
eller meget lave cellekoncentrationer ville give den optimale overlevelsesrate for cellerne, der blev 
anvendt i disse forsøg, blev ikke undersøgt. Frysning af disse celler er tidligere fundet sted ved en 
koncentration på ca. 106 celler per ml, når de blev lagret i laboratoriets cellebank. Denne 
cellekoncentration viste også gode overlevelsesrater, og blev derfor anvendt i forsøgene. 
Tabel 6. Oversigt over indhold af frysemedier (R, M og U) samt dyrkningsmedie (D) til 
sammenligning. 
 R M U D 
Ringer opløsning X2 50 ml - - - 
Glukose 0,5 M 1 ml - - - 
H2O 27 ml 5 ml 5 ml 25 ml 
DMSO 10 ml 10 ml 10 ml - 
Penstrep 2 ml 2 ml 2 ml 2 ml 
DMEM - 63 ml 73 ml 63 ml 
Føtal kalve serum - 10 ml - 10 ml 
Tris-buffer 10 ml 10 ml 10 ml - 
Kryopræservering med hyperaktive AFP 
 
54 
 
4.3.4 Kølerate 
En parameter der har stor indflydelse på overlevelsesraten er køleraten. Denne er især vigtig når man 
bruger en intracellulær CPA, hvor cellen skal nå at dehydrere i takt med frysningen. Inden nogen 
fryseforsøg blev foretaget, blev kølerater målt ved forskellige forsøgsopstillinger. Som grundopstilling 
blev termoelementer sat i 1,8 ml kryorør med frysemedie uden celler eller AFP, og derefter overført til 
en ’Mr. Frosty’ fryseboks (Nalgene). Denne boks indeholdte isopropanol, som sørgede for en lav kølerate. 
Boksen med kryorørene blev overført til en -80 °C fryser, imens temperaturen i prøven blev logget. 
Termoelementerne var tilsluttet en datalogger der tog en måling hvert femte sekund. 
 
Termoelementerne blev sat direkte i prøven. I kryorørenes låg var der lavet et lille hul, på ca. 1 mm i 
diameter. Dette var lige stort nok til termoelementet, og sørgede for at elementet blev holdt på plads i 
prøven. Termoelementet blev forsøgt placeret midt i prøven, med så lille kontakt med rørets væg som 
muligt. Et volumen på 250 µl blev anvendt. Der blev taget udgangspunkt i køleraten der opnås med 
køleboksen Mr. Frosty, da denne er lavet netop til at sørge for en langsom nedkøling af prøverne, og 
desuden gav en høj overlevelsesrate. Herudover blev køleraten også målt, når et åbent stativ, med 
prøverne blottede, blev sat direkte i -80 °C, da denne opstilling også blev anvendt i enkelte fryseforsøg. 
 
I fryseforsøgene blev prøverne kølet videre ned i flydende nitrogen. I denne forbindelse blev køleraten 
ikke målt. Her faldt temperaturen i prøverne fra -75 °C til -196 °C i løbet af få sekunder, men da prøven 
allerede var frosset, og cellerne var fuldt dehydreret, vurderedes den følgende kølerate ikke at have 
nogen betydning. Dette bakkes desuden op af forsøg med spermatozoer fra mus, hvor køleraten i dette 
interval viste sig at være betydningsløs [Koshimoto & Mazur, 2002]. 
 
Varmerater blev målt ved at tage prøver op fra flydende nitrogen, som herefter blev stillet i forskellige 
opstillinger. Varmerater blev målt når prøverne blev overført til et vandbad med 20 °C varmt vand, sat i 
luften ved stuetemperatur samt når de blev overført til en -80 °C Mr. Frosty som også blev sat i 20 °C 
varm luft. Der blev taget tid fra prøverne blev taget op af nitrogenbeholderen, til hele prøven var tøet 
op, og herudfra blev den gennemsnitlige varmerate målt. Det blev antaget at prøverne i dette tidsrum 
steg fra -196 til -3 °C. 
4.3.5 Nukleationstemperatur 
Temperaturen, hvor prøverne nukleerer i forbindelse med fryseforsøgene, forventes at have en effekt på 
overlevelsen, da blandt andet hastigheden isen dannes med, og derved også cellens muligheder for at nå 
at osmoregulere under frysningen, afhænger af denne. Da nukleation sker stokastisk, vil 
nukleationstemperaturen variere prøverne imellem, og derved forventes at give varierende resultater. 
 
Til måling af nukleationstemperaturer blev termoelementer brugt, i en forsøgsopstilling meget lig den 
anvendt til måling af køleraten. Termoelementerne blev tapet fast på ydersiden af kryorørene for ikke at 
påvirke nukleationstemperaturen, da de kan virke som nukleatorer, hvis de er placeret i væsken. 
Voluminet på prøverne blev øget til 1 ml, da mindre voluminer ikke udviklede tilstrækkelig latent 
varme ved nukleation, til at termoelementerne kunne registrere det. Prøverne blev sat i en køleboks, 
som blev overført til en -80 °C fryser. 
 
Metode 
 
55 
 
Ud fra temperaturloggen var det klart at nukleationstemperaturen varierede prøverne imellem, men ved 
at bruge låg med hul i, blev en konstant tidlig nukleation nær frysepunktet sikret. Årsagen var 
sandsynligvis at iskrystaller i luften kom ind i røret og ramte overfladen på prøven, og derved 
inducerede en nukleation. Til fryseforsøgene blev der derfor anvendt kryorør med låg med et hul på ca. 
1 mm i diameter, for at sikre en ens nukleation. Nukleationstemperaturen kunne ikke varieres ud fra 
denne metode, men metoden gav en forceret nukleation og forhindrede underafkøling, hvilket vigtigst 
af alt, gav konsistente nukleationstemperaturer. Enkelte fryseforsøg blev lavet med intakte låg, for at 
undersøge om nukleationstemperaturen havde effekt på overlevelsesraten. 
4.3.6 Protein koncentration 
Koncentrationen af AFP forventes at have en koncentrationsafhængig effekt. Det var derfor 
problematisk at AFP var blandet med andre proteiner i opløsningerne anvendt til forsøgene, og at en 
nøjagtig koncentration for AFP derfor ikke var mulig at fastsætte. Som nævnt tidligere var de anvendte 
proteinkoncentrationer derfor valgt ud fra den hysterese som den enkelte prøve gav.  
 
Hvis proteinet var blevet frysetørret inden det skulle tilsættes frysemediet, kunne mediet det blev opløst 
i frit bestemmes, og volumen den blev opløst i, kunne varieres for at få den ønskede 
proteinkoncentration.  Da prøverne med AFP-mix og GST ikke indledningsvis var blevet frysetørret, 
men derimod opbevaret i tris-buffer, blev også frysetørrede prøver med ren AFP opløst i dette medie. 
Optimalt burde proteinet have været opløst i frysemediet (ringermedie), for at minimere antallet af 
komponenter. 
 
Opløsninger med AFP blev brugt i de fleste af fryseforsøgene i en koncentration hvor en hysterese på 4-
5 °C var opnået i tris-buffer. AFP-opløsningerne blev fortyndet ti gange når de blev overført til 
fryseprøverne. Derfor blev hysteresen også målt i en ti ganges fortynding af prøverne. Dette gav en 
hysterese på ca. 2,5 °C i tris-buffer, og blev vurderet til at være en tilstrækkelig hysterese til at AFPs 
effekt, om nogen, ville komme til udtryk i forsøgene.  
 
Proteinkoncentrationerne der blev anvendt er angivet ud fra målinger ved frysetørring. AFP-mix og 
GST koncentrationerne blev først bestemt via Bradford, og ud fra dette anvendt i samme koncentration i 
fryseforsøgene (8,1 mg/ml). Da disse opløsningers koncentration senere blev målt via frysetørring til 
henholdsvis 0,98 og 0,78 mg/ml, er det disse koncentrationer der tilskrives disse opløsninger, selvom det 
fra starten var tiltænkt at disse to opløsninger skulle anvendes med samme koncentration. 
4.3.7 Andre faktorer 
Volumen på fryseprøven var 250 µl i samtlige fryseforsøg. Da mængden af AFP så ud til at være en 
begrænsende faktor, blev et så lille volumen som muligt anvendt, så flere forsøg kunne udføres. Små 
voluminer havde desuden den fordel at de nedkøles mere ens, da temperaturgradienten i prøven 
mindskes. Voluminet kunne ikke laves mindre end 250 µl, hvis der fortsat skulle kunne opretholdes 
bevægelse i frysemediet under rehydrering, for ikke at cellerne skulle nå at fæstne sig i rørene. 
Voluminer under 250 µl blev på grund af overfladespændingen ikke holdt i bevægelse på det anvendte 
vippebord, og blev derfor ikke anvendt. Hvis de levende celler fæstnede sig i røret, ville dette forskyde 
forholdet mellem levende og døde celler i resten af opløsningen, hvorfra målingerne blev taget, og give 
fejlagtige resultater. 
Kryopræservering med hyperaktive AFP 
 
56 
 
I projektet blev der anvendt en opbevaringstemperatur på -196 °C. Denne lave temperatur blev valgt da 
opbevaring af celler foretrækkes ved så lave temperaturer som muligt, da metabolismen her er lavest. 
 
Varigheden af nedfrysningen er det tidsrum prøverne var ved opbevaringstemperaturen. Der blev her 
anvendt en opbevaringstid på ca. 20 timer ved -196 °C, da dette var mest passende rent praktisk i 
metoden, da cellerne kunne tøs op tidligt dagen efter nedfrysning. Når cellerne opbevares i -196 °C er 
deres metabolisme så lav, at skadelige processer ligeledes er stærkt nedsatte, så der skal store tidsrum til 
før overlevelsen påvirkes. Ligeledes er isens dynamik kraftigt nedsat, så mekaniske skader herfra også 
finder sted ved en meget lav rate. Valget af varigheden af nedfrysning virkede derfor uvæsentlig når 
opbevaringen fandt sted ved -196 °C, men blev dog stadig holdt den samme ved alle fryseforsøg. Inden 
cellerne blev frosset ned til denne temperatur, stod prøverne i tre timer i -80 °C, da dette er den tid de 
var om at køle ned til -75 °C med den anvendte kølerate. Dette tidsrum blev selvfølgelig ændret hvis en 
anden kølerate blev anvendt. 
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4.4 Fryseforsøg 
Ud fra de indledende forsøg hvor de netop nævnte parametre blev undersøgt, blev den endelige 
forsøgsopstilling udviklet, hvori proteinopløsningernes effekt på overlevelsesraten af cellerne blev 
undersøgt. Fryseforsøgene blev lavet umiddelbart efter cellekoncentrationen af nyligt trypsinerede celler 
var udregnet, og cellerne var klar til tilsætning i prøver sammen med de ønskede proteinopløsninger. 
Metoden beskrives her. 
 
Før hvert fryseforsøg blev foretaget, blev der udregnet hvor stort et volumen af de trypsinerede celler, 
der indeholdte 250.000 celler. Da det færdige volumen i fryseprøverne var 250 µl ville tilsætning af disse 
celler give en endelig cellekoncentration på 106 celler/ml i den færdige opløsning. Udover cellerne skulle 
der til prøverne også tilsættes 25 µl proteinopløsning i tris-buffer, samt frysemedie til et totalt volumen 
på 250 µl blev opnået. Prøverne blev lavet i 1,8 ml kryorør. Prøverne fik sat et låg med hul på, og sat i en 
køleboks uden låg, som blev sat i en -80 °C fryser. Efter tre timer var temperaturen på prøverne ca. -75 
°C, og de blev taget op. Det hullede låg blev skiftet ud med et intakt, inden de blev sænket ned i flydende 
nitrogen. Proceduren for nedfrysning er vist i flowdiagrammet i Figur 29. 
 
Dagen efter blev den første prøve taget op, og sat ved stuetemperatur på et vippebord der kørte med en 
vipperate på 30 vip/min og en vinkel på 30°, for at holde opløsningerne i bevægelse, så snart de var tøet 
op. En prøve blev taget op og sat på vippebord hvert 11. minut. Dette interval sikrede at alle prøver blev 
behandlet ens. Hvis alle prøverne blev taget op samtidig ville nogle prøver stå ved stuetemperatur i 
længere tid end andre, før deres overlevelsesrate blev talt, så for at sikre den samme behandling af alle 
prøver blev de taget op af nitrogenbeholderen forskudt. Det blev vurderet at to timer længere ved -196 
°C, som var tidsforskellen mellem første og sidste prøve, havde mindre indflydelse på overlevelsesraten 
end to timer længere ved 20 °C. 
 
53 minutter efter en prøve var blevet sat på vippebordet, blev prøven whirlmixet, og 20 µl blev overført 
til 80 µl trypan blå. De 53 minutter på vippebordet gav prøverne tid til at tø op og rehydrere. Hvis ikke 
cellerne først blev rehydreret var deres viabilitet vanskelig at fastslå ved tællingen. Efter fem minutter i 
trypan blå blev ca. 20 µl overført til tælling i begge sider af tællekammeret. Herved blev overlevelsen 
dobbeltbestemt og gav mere sikre resultater. Hele proceduren blev foretaget hvert 11. minut til alle 
prøverne var undersøgt. Proceduren ved optøning er vist i flowdiagrammet i Figur 30. 
 
Figur 29. Flowdiagram af nedfrysningsproceduren. 
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I forsøg hvor prøverne blev tøet langsomt op, var det nødvendigt at overføre samtlige prøver samtidig fra 
-196 °C til en for-kølet køleboks, og lade dem stå og tø langsomt op ved 20 °C. Da prøverne var tøet op 
efter 90 minutter, blev de alle sat på vippebordet, og undersøgelsen af overlevende celler begyndtes. Her 
gik der 5-6 minutter mellem at hver prøve blev undersøgt. I disse forsøg blev der skiftevis talt prøver fra 
de to behandlinger, da de prøver der blev undersøgt sidst, kom til at have stået på vippebordet i længere 
tid. Dette viste sig dog ikke at have nogen effekt på overlevelsen. 
 
Ved fryseforsøg blev der oftest lavet 12 rør, hvor de seks indeholdte én slags protein-opløsning, og de 
sidste seks en anden protein-opløsning, som fungerede som kontrol eller reference. Dette var for at sikre 
at der hele tiden var prøver, der kunne sammenlignes i hvert fryseforsøg, i stedet for at der skulle 
sammenlignes på tværs af fryseforsøg. På denne måde blev det sikret at variationen på overlevelsen ikke 
skyldtes små variationer i forbindelse med proceduren fryseforsøgene imellem, som for eksempel kunne 
have opstået ved trypsineringen af cellerne inden brug. Herudover kunne overlevelsen for 
kontrolværdien blive sammenlignet med tidligere fryseforsøg, og derudfra vurderet om fryseforsøgets 
udfald stemte overens med de foregående, så en sammenligning på tværs af fryseforsøgene på denne 
måde kunne retfærdiggøres. 
4.4.1 Funktionalitetsbevarelse 
Den anvendte procedure for fryseforsøgene viste hvor stor en andel af cellerne der bibeholdte deres 
membranintegritet kort efter frysningen, hvilket blev tolket som en værdi for overlevelsesraten. Da det 
var muligt at fryseprocessen kunne have givet skader på cellerne, som først ville give udslag på længere 
sigt, eventuelt i form af en apoptotisk effekt, blev der også undersøgt om cellerne var funktionelle efter 
frysningen. Dette blev gjort ved at dyrke cellerne igen efter de havde været igennem et fryseforsøg. 
Proceduren for dette forsøg følger her. 
 
Efter cellerne var tøet op og overlevelsen undersøgt, blev der overført 30 µl til tre brønde på en 24-
brønds plade, som i forvejen indeholdte 1 ml dyrkningsmedie (D). Dette blev gjort løbende med alle 
fryseprøver. Der blev anvendt to kontroller til dette forsøg. Den ene kontrol bestod af dyrkningsmedie, 
identisk til det cellerne normalt vokser i. Den anden bestod af ringermedie (R), og var identisk til 
frysemediet, blot uden proteiner tilsat. Cellerne til kontrolforsøget blev trypsineret på normal vis, og 
herefter spundet ned og opløst i de to respektive medier. Herefter stod de på vippebord i en time og 45 
minutter ved stuetemperatur, for at give dem samme betingelser som cellerne i fryseforsøget, da disse 
undervejs har stået i mediet i tilsvarende tidsrum ved stuetemperatur. Kontrollerne fik herefter bestemt 
deres cellekoncentration, og et volumen indeholdende ca. samme antal celler som blev overført til de 
andre brønde, blev overført til kontrolbrøndene. Pladerne blev til sidst sat i samme inkubator som 
cellerne normalt dyrkes i. 
 
 
Figur 30. Flowdiagram af optøningsproceduren. 
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Der blev løbende taget billeder af cellerne, for at undersøge de enkelte prøvers vækstrater. Midten af 
brøndene hvori cellerne vokser, fremstår mørkere gennem mikroskop, og det var derfor muligt at 
lokalisere samme område hver gang der blev taget billeder. Dette var vigtigt da cellerne ikke er fordelt 
helt jævnt ud over brøndene, så for at kunne sammenligne med tidligere billeder skulle samme område 
fotograferes. Til at tage og justere billederne blev Leica DM IRB mikroskop anvendt sammen med 
softwaren ’IrfanView’. 
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5 Resultater 
I dette kapitel præsenteres de væsentligste resultater fra fryseforsøgene og de indledende procedurer. 
Først præsenteres resultaterne fra proteinoprensningen, samt hysteresemålinger på de anvendte 
proteinopløsninger.  Herefter præsenteres de relevante resultater i forbindelse med metodeudviklingen, 
og der redegøres for de værdier, de justerbare parametre i fryseforsøgene blev sat til. I forlængelse af ét af 
fryseforsøgene blev cellernes funktionalitet undersøgt efter en frysecyklus. Dette, samt resultaterne fra 
fryseforsøgene præsenteres også her. Sidst i afsnittet fremhæves og sammenlignes de vigtigste 
delresultater herfra. 
5.1 Protein 
I dette afsnit bliver resultater og observationer fra fremstillingen af proteinopløsningerne til 
fryseforsøgene præsenteret. Herudover forklares også hvilke proteinkoncentrationer, der blev anvendt i 
fryseforsøgene, og hvorfor. Til sidst præsenteres hysteresemålinger for alle de anvendte 
proteinopløsninger. 
5.1.1 Fremstilling af protein 
Resultaterne fra fremstillingen af proteinopløsningerne vises med SDS-PAGE, da dette værktøj løbende 
blev anvendt, for at undersøge hvilke proteiner der var at finde i de enkelte opløsninger. Gelerne blev 
farvet med coomassie blue, som farvede de aromatiske aminosyrer samt arginin og histidin [De Moreno 
et al., 1986]. Da indholdet af disse aminosyrer varierer mellem proteinerne, og derfor farver i forskellig 
grad, bør farveintensiteten ikke bruges til at sammenligne koncentration på tværs af proteiner. 
Eksempelvis er der for AFPs vedkommende 5 ud af 137 (4 %) aminosyrer der farves, hvorimod det for 
GSTs gælder 45 ud af 232 (19 %). 
 
I Figur 31 vises gelen, hvorfra der blev undersøgt hvorvidt glutathion-sepharosekolonnen bandt al 
fusionsproteinet når lysatet fra proteinproduktionen havde kørt igennem, og hvor effektiv den 
efterfølgende kløvning af det opsamlede fusionsprotein var. 
 
Prøverne er flankeret med markøren SM0431 fra Fermentas, og de enkelte bånds størrelse er angivet i 
kDa. Brønd 1 med lysatet indeholder samtlige proteiner fra bakteriernes cytosol, umiddelbart inden 
prøven køres gennem glutathion-sepharosekolonnen. Brønd 2 indeholder lysatet efter recirkulering på 
kolonnen, og indeholder derfor færre af de proteiner, der havde bundet sig til kolonnen. Her ses det at 
båndet omkring 26 kDa (GST - grøn linje) ikke længere er til stede, og at båndet omkring 55 kDa 
(fusionsproteinet – hvid linje) er blevet svækket. Da flere proteiner lader til at have størrelser omkring 
55 kDa, var det svært at vurdere hvor stor en andel af fusionsproteinet, der var blevet bundet til 
kolonnen. 
 
Brønd 3 indeholder de proteiner, der var bundet til glutathion i kolonnen, som blev elueret med fri 
glutathion. At GST var at finde i denne fraktion, viser at der har været en kløvning af fusionsproteinet 
allerede under opdyrkningen af bakterierne. Brønd 4 og 5 indeholder samme fraktion efter en 
opkoncentrering ved ultrafiltrering. Her er det tydeligt at se at flere proteiner havde bundet sig til 
glutathionen i kolonnen end blot GST og fusionsprotein, dog med en stor overvægt af fusionsprotein. 
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Brønd 6-9 viser produktet efter kløvning med thrombin, i to forskellige fortyndinger og til to forskellige 
tider. Brønd 6 viser at indholdet af fri GST stiger efter kløvning, samt at der opstår et ekstra bånd ved 29 
kDa, som er AFP. Der er stadig en del fusionsprotein, som ikke er blevet kløvet efter 24 timer. Brønd 7 
viser til sammenligning kløvningen efter 72 timer. Selvom kløvningen her viser sig at være mere 
fuldendt, da der er meget mindre fusionsprotein, ses der stadig en tilbagegang for GST og især AFP 
koncentrationen. Dette kan skyldes at thrombin har kløvet proteinerne flere steder, så de er blevet til 
mange små fragmenter, der ligger uden for gelens interval. En anden årsag kan være at den forholdsvis 
høje temperatur (20 °C) kløvningen skal foregå ved, har forårsaget denaturering eller aggregering af 
proteinerne, så de er udfældet, og ikke er blevet loadet på gelen. 24 timers kløvning var derfor at 
foretrække, på trods af en ufuldendt kløvning. 
 
Produkterne, der ses i brønd 6 og 8, er to forskellige fortyndinger af proteinopløsningen AFP-mix, der er 
brugt i fryseforsøgene. 
 
Proteinstørrelserne for AFP og fusionsprotein på gelen stemmer ikke overens med de forventede. AFP 
har en størrelse på 12,5 kDa, og GST har, som monomer, som den forventes at være på gelen, en størrelse 
på 26 kDa. Fusionsproteinet har derfor en forventet størrelse på 38,5 kDa. På gelen fremtræder AFPs 
størrelse som 29 kDa (rød linje), og lægges dette sammen med GSTs 26 kDa fås 55 kDa, hvilket også 
stemmer overens med det bånd på gelen, som menes at være fusionsprotein. I de brønde, som indeholder 
meget AFP, kan der ses et svagt bånd omkring 12,5 kDa, hvilket tyder på, at en lille fraktion af AFP 
fremtræder med den ’reelle’ størrelse på gelen. 
 
Forskellige forsøg blev lavet for at opnå overensstemmelse mellem den forventede størrelse og den gelen 
viser. Reduktionsmidlet DTT blev erstattet med mercaptoethanol i loading bufferen, og forskellige 
denatureringstider og -temperaturer blev anvendt, for at sikre en denaturering af AFP, men alle geler 
gav samme resultat (ikke vist) som tidligere. Et nært relateret AFP fra Rhagium inquisitor blev kørt på 
 
Figur 31. SDS-PAGE med prøver taget i forbindelse med oprensning og kløvning af AFP. Prøverne er fortyndet ti gange, 
medmindre andet er angivet. Til venstre angives molekylevægten i kDa, og nederst ses brøndnummeret. 
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en gel sammen med det anvendte AFP (Figur 32), og her kunne det ses, at også dette protein viste sig 
meget større på gelen end forventet. Det anvendte AFP fra R. inquisitor har en størrelse på 12,8 kDa, 
men ser på gelen ud til at være 25 kDa. AFP må konkluderes at have visse egenskaber, der gør at de ikke 
opfører sig som forventet på SDS-PAGE, muligvis fordi de ikke denatureres, eller fordi de renaturerer. 
Begge typer AFP indeholder kun to cysteiner, og har derfor højest én sulfidbinding, som kan brydes af 
reduktionsmidlet. Da der kun er højest én sulfidbinding i proteinet, afhænger deres proteinstruktur i høj 
grad af andre kræfter end sulfidbindinger, som kan være årsagen til, at proteinerne ikke er denatureret. 
 
Nær projektets afslutning blev det, ved hjælp af ionbytningskromatografi, påvist at AFP aggregerer med 
en ukendt komponent, og at denne aggregering kunne ophæves ved dialyse i 8 M urea. For at undersøge 
om forskellen mellem den forventede størrelse, og den observeret på gelen skyldes aggregeringen, blev 
også en prøve med AFP, der var blevet urea-dialyseret, loaded på gelen. Det kan ses i Figur 32 at AFP 
fremstår med samme størrelse på gelen, både før og efter ureabehandlingen. Dette betyder, at der ikke er 
noget bundet til AFP, når det køres på gelen, og forklaringen på størrelsesforskellen kan ikke findes her. 
 
Prøven der i brønd 3 i Figur 32, er den opløsning med ren AFP, der er brugt i fryseforsøgene. 
 
Figur 33 viser produktet af GST-oprensningen, der anvendes som kontrol i fryseforsøgene. Her ses en 
meget svag forurening af andre proteiner i den lave fortynding i brønd 1, som senere viste sig blandt 
andet at være rester af AFP, da prøven havde en lille antifryseaktivitet. Denne forurening er sket på 
kolonnen på trods af gennemskylning af kolonnen med flere bedvolumen tris-buffer efter brug i 
forbindelse med AFP. Herudover stod kolonnen med 20 % ethanol mellem brug, hvorefter den igen blev 
skyllet med flere bedvolumen med tris-buffer, inden prøven med GST blev kørt på. Brønd 4 indeholder 
filtratet fra ultrafiltreringen, som blev kørt på gelen for at sikre at proteinerne ikke gik tabt i dette trin. 
Dette tjek blev også lavet da AFP-mix blev ultrafiltreret (ikke vist), med samme resultat. 
  
  
Figur 32. Fra venstre: Markør SM0431, AFP fra R. inquisitor, 
AFP fra R. mordax (urea-dialyseret), AFP fra R. mordax. 
Figur 33. Forskellige fortyndinger af GST produktet, samt en 
kontrol fra ultrafiltreringen. Yderst til højre ses markøren 
(SM0431). 
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5.1.2 Proteinkoncentrationer 
Da der til fryseforsøgene blev anvendt forskellige proteiner i forskellige koncentrationer, følger her en 
oversigt over disse, samt en forklaring på hvorfor disse koncentrationer er valgt. 
 
Tabel 7 viser, hvor mange mg der har været af det pågældende protein per ml i prøverne ved frysning. 
Da proteinkoncentrationerne af AFP-mix og GST første gang blev bestemt, blev dette gjort ud fra en 
Bradford analyse. Stamopløsningen med AFP-mix viste sig at have en god antifryseaktivitet og blev via 
Bradford-analyse bestemt til 8,1 mg/ml (svarende til 0,81 mg/ml i frysemediet under forsøg). GST 
koncentrationen blev også bestemt via Bradford-analyse, og herefter fortyndet til samme koncentration 
som AFP-mix. Disse opløsninger blev brugt til flere fryseforsøg, før deres koncentration blev bestemt via 
frysetørring og vejning, til den koncentration der er angivet i tabellen. Frysetørringen blev vurderet som 
en mere sikker og stabil måde at måle på, og der tages derfor udgangspunkt i koncentrationer bestemt 
med denne metode, og eftersom flere fryseforsøg allerede var lavet med disse koncentrationer, blev disse 
fortsat anvendt. 
 
Koncentrationen af ren AFP er valgt så denne gav samme hysterese som AFP-mix, så samme AFP-
relaterede effekt kunne forventes. BSA bruges i samme koncentration som AFP, da det var disse to der 
blev sammenlignet i fryseforsøgene. Den kommercielt indkøbte GST blev anvendt i samme 
koncentration, som fandtes i den GST-opløsning jeg producerede. På grund af en ukendt grad af 
forurening i nogle af prøverne, var det svært at udregne en molaritet af proteinerne i de enkelte prøver, 
og derfor arbejdes der kun med mg/ml. 
 
Værdierne i Tabel 7 er de der anvendes i fryseforsøgene. Kun i et enkelt forsøg lavet med ren AFP, og et 
enkelt med BSA, blev koncentrationen af det tilsatte protein ændret, hvilket vil fremgå i beskrivelsen 
under resultatafsnittet ’fryseforsøg’ i de pågældende forsøg. Værdierne for ren AFP, som i tabellen er 
angivet til 0,5 mg/ml, er valgt ud fra hysteresemålinger som beskrives i næste afsnit. Koncentrationen af 
BSA er ligeledes sat til 0,5 mg/ml, da denne bruges som kontrol, i forsøg hvor ren AFP anvendes. 
5.1.3 Hysteresemålinger 
Da den nøjagtige koncentration af AFP ikke var kendt i nogle af prøverne, blev der lavet 
hysteresemålinger, for at sikre at proteinerne havde en vis aktivitet i prøverne. Der blev desuden målt 
hysterese på kontrol-opløsningerne, for at sikre at disse ikke havde nogen lignende effekt. Alle 
målingerne er foretaget med forholdsvis ens massefraktion af is som udgangspunkt (visuel vurdering), og 
kan derfor sammenlignes. Resultaterne af målingerne er vist i Tabel 8, og er et gennemsnit af flere 
målinger. 
 
Tabel 7. De anvendte proteiners 
standardkoncentration i fryseforsøgene. 
Protein mg/ml 
AFP-mix 0,98 
ren AFP 0,50 
GST (egen) 0,78 
GST (kommerciel) 0,78 
BSA 0,50 
Resultater 
 
65 
 
En hysterese på knap 5 °C blev opnået med AFP-mix opløsningen, som blev anvendt i de første 
fryseforsøg. Da det ikke var kendt, hvor stor en del af AFP-mix der var AFP, blev der lavet en opløsning 
med ren AFP, der gav samme hysterese, som blev opnået med AFP-mix. Jeg vurderede, at det var vigtigst 
at proteinopløsningerne gav samme hysterese, frem for at være i samme koncentration, for at få en 
sammenlignelig effekt. Hysteresen blev testet både i stamopløsningen, og ved en ti gange fortynding 
svarende til den i frysemediet. En opløsning med ren AFP i en koncentration på 5 og 0,5 mg/ml gav 
tilsvarende hystereser som AFP-mix med koncentrationer på 9,8 og 0,98 mg/ml, og blev derfor anvendt. 
 
Den producerede GST-opløsning viste sig at give en hysterese på 0,5 °C ved en høj koncentration, samt 
forårsage heksagonal isvækst uden hysterese ved lave koncentrationer. Da hysteresen blev målt på 
kommercielt indkøbt GST, blev hverken hysterese eller heksagonal isvækst observeret. Dette viser, at 
GST-opløsningen må have indeholdt rester af AFP. Kontrolprøve med BSA, samt en blank prøve (kun 
tris-buffer), viste ingen effekt på isdannelsen. 
 
Antifryseaktiviteten blev også målt hvor AFP var fortyndet i ringermedie, for at simulere den opløsning 
prøverne fryses ned i, frem for den opløsning de opbevares i. Her viste ren AFP samme hysterese ved 5 
mg/ml i ringermediet, som blev set i tris-buffer. Efter en fortynding til 0,5 mg/ml, som er den 
koncentration der anvendes i frysemediet, faldt dette tal til 0,49 °C i ringermediet mod 2,44 °C i tris-
bufferen. Dette viser, at der i prøverne i fryseforsøgene ikke kan forventes, at AFP giver en særlig stor 
grad af frysepunktsnedsættelse, hvilket heller ikke er nødvendigt, da det i opstillingen netop forsøges at 
få prøverne til at nukleere ved frysepunktet.  
  
Tabel 8. Hysteresemålinger på diverse proteinopløsninger og -koncentrationer. 
Protein Koncentration mg/ml Medie Hysterese °C 
’ren AFP’ 
5,0 Tris-buffer 4,98 
0,5 Tris-buffer 2,44 
5,0 R-medie 4,93 
0,5 R-medie 0,49 
AFP-mix 
9,8 Tris-buffer 4,38 
0,98 Tris-buffer 2,30 
GST (egen) 
14,8 Tris-buffer 0,50 
0,78 Tris-buffer - 
GST (kommerciel) 15 Tris-buffer - 
BSA 5,0 Tris-buffer - 
Blank 0,0 Tris-buffer - 
Fusionsprotein 9,8 Tris-buffer 0,58 
Kryopræservering med hyperaktive AFP 
 
66 
 
5.2 Metodeudvikling 
Udviklingen af metoden til nedfrysning af cellerne, havde til formål at fastsætte de forskellige variabler, 
der menes at kunne have en indflydelse på overlevelsen, til en bestemt værdi der skulle bruges som 
udgangspunkt i fryseforsøgene – en såkaldt standardopstilling. Mange af disse parametre ændres ikke i 
mine forsøg, mens andre, der forventes at have større betydning for overlevelsen, varieres, blandt andet 
for at komme nærmere en forklaring på de observerede resultater. Herudover indeholder afsnittet også 
forklaring på hvordan rådata fra fryseforsøgene er blevet behandlet, herunder de statistiske metoder, 
inden de præsenteres. 
 
Proteinkoncentration og -type, samt køle- og varmerate blev varieret i en række af forsøgene. På grund 
af en nødvendig afgrænsning, blev de resterende parametre ikke ændret. Værdierne de blev sat til, var 
enten taget fra lignende forsøg, eller undersøgt og bestemt ud fra forudgående forsøg, hvoraf de vigtigste 
vil blive gennemgået i dette afsnit. 
 
I Tabel 9 ses standardopstillingen for fryseforsøgene. Det er disse værdier parametrene er sat til, 
medmindre andet er specificeret i det enkelte forsøg. Herudover er der for hvert enkelt forsøg også 
anført hvilket protein der er tilsat, om noget. Standardproteinkoncentrationen som anvendes er vist i 
Tabel 7. 
5.2.1 Databehandling 
Her følger en beskrivelse af hvordan data fra fryseforsøgene er blevet behandlet. I appendiks vises et 
dybdegående eksempel på databehandlingen med alle udregninger. 
 
Overlevelsesraten blev bestemt i et tællekammer, ved farvning med trypan blå. Her blev antallet af 
levende og døde celler i hver prøve talt, og en overlevelsesrate regnet ud. Da overlevelsesraten ikke var 
100 %, inden cellerne blev frosset ned, blev overlevelsen, der blev målt efter frysningen, korrigeret for 
dette.  Det vil sige at overlevelsesraten efter de pågældende behandlinger, er den procentsats, af de celler 
der var levende, da prøven blev frosset ned, der stadig lever efter optøningen. Dette er den reelle 
overlevelse, og regnes ud med nedenstående formel.  
 
𝑅𝑒𝑒𝑙 𝑜𝑣𝑒𝑟𝑙𝑒𝑣𝑒𝑙𝑠𝑒  % =
Andel overlevende efter frysning
Andel overlevende før frysning
× 100% 
 
Tabel 9. Standardværdier for de enkelte parametre. 
Parameter Værdi 
Cellekoncentration 106 pr. ml 
Volumen 250 µl 
Medie Ringer 
Opbevaringstemperatur -196 °C 
DMSO koncentration 10 % (v/v) 
Varighed ved minimum 20 timer 
Kølerate (20 °C – -75 °C) -0,5 °C/min 
Nukleationstemperatur v. frysepunkt (-3 °C) 
Varmerate 17 °C/min 
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Overlevelsesraten for cellerne inden frysning lå stabilt mellem på 96-98 % ved hvert forsøg, så 
korrigeringen rykker derfor kun resultatet lidt.  
 
Resultaterne fra hvert forsøg præsenteres med to grafer – et punktdiagram der viser de enkelte prøvers 
overlevelsesrater, og et søjlediagram der angiver middelværdien og afvigelsen. Punktdiagrammet er 
anvendt for at vise de enkelte prøvers overlevelsesrater, da mange af prøverne – i særdeles dem 
indeholdende AFP – varierer meget i forhold til hinanden, og danner et atypisk mønster, som bedst vises 
med punktdiagrammet. I den anden graf, søjlediagrammet, er middelværdien for overlevelserne for 
prøverne med de forskellige behandlinger indtegnet, da det netop er middelværdien der sammenlignes 
til at fortælle, om de forskellige behandlinger har haft nogen signifikant betydning. Til middelværdien er 
der knyttet en standardafvigelse for at afspejle den store spredning, der ses i nogle af datasættene. 
 
Når to datasæts middelværdier blev direkte sammenlignet, blev en to-sidet Student’s T-Test for uparrede 
data med ens eller uens varianser brugt, efter at varianserne var blevet sammenlignet i en F-Test. Disse 
tests forudsætter at datasættene er normalfordelte, og anvendes her idet det forventes at overlevelsen vil 
have en sand middelværdi med symmetrisk fordeling omkring. På grund af det ofte lave antal replikater 
kan dette dog ikke vurderes visuelt, og er svært at vise statistisk. 
 
Når flere end to middelværdier blev sammenlignet blev ANOVA anvendt. Disse sammenligninger blev 
primært lavet, når resultater på tværs af fryseforsøg blev sammenlignet. Da fryseforsøgene viste meget 
konsistente resultater for prøver med samme behandling på tværs af forsøgene, vurderedes det legitimt 
også at lave disse statistiske sammenligninger. Inden ANOVA blev foretaget, blev Levene’s test lavet, for 
at undersøge om varianserne mellem datasættene var ens. Ved uens varianser blev der anvendt Games-
Howells parvise test, og ved ens varianser blev Tukey’s parvise test anvendt. Signifikansgrænsen er i alle 
analyser sat til p<0,05.  
 
De statistiske analyser er lavet i programmerne ’Excel 2007’ fra Microsoft og ’Systat 12’ fra Systat 
Software. 
5.2.2 Medier 
Der blev taget udgangspunkt i tre medier, der skulle anvendes i fryseforsøgene, beskrevet i Tabel 6 side 
53. For at sikre at de forskellige medier havde samme osmolalitet, og at denne lå i nærheden af 
nyrecellens isotoniske niveau på ca. 250 mOsm, blev mediernes osmolalitet målt. Resultaterne er vist i 
Tabel 10. 
 
R, M og U medierne blev tilsat 10 % (v/v) tris-buffer inden osmolaliteten blev målt, for at simulere det 
medie cellerne fryses ned i. Rd, Md og Ud er henholdsvis medie R, M og U hvor vand er tilsat i stedet for 
DMSO. Det ses at osmolaliteten i frysemedierne uden DMSO og dyrkningsmediet er forholdsvis tæt på 
hinanden, og også inden for en rimelig grænse fra de optimale 250 mOsm. Medier med DMSO ligger 
langt over disse værdier da DMSO i sig selv udgør ca. 1,4 molær eller 1,56 Osm, hvilket nogenlunde 
Tabel 10. Osmolalitetsmålinger. R, M, U og D mediernes indhold er beskrevet i Tabel 6. Rd, 
Md og Ud, er R, M og U medierne uden DMSO. Tris-buffer er den opløsning proteinerne 
opbevares i. Målt på Wescor osmometer. 
 R Rd M Md U Ud D Tris-buffer 
mOsm 1687 270 1721 260 1663 264 240 337 
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modsvarer den forøgelse der ses i tabellen. Da DMSO let trænger over cellemembranen vil den høje 
osmolalitet ikke forårsage en dehydrerende koncentrationsgradient mellem cellen og mediet.  
 
Alle de anvendte mediers molalitet ligger tæt på det fysiologisk optimale for nyrecellerne og forventes 
ikke at have nogen skadelig effekt på cellerne. 
 
Overlevelsen i de tre frysemedier var noget af det første der blev målt. I et forsøg, hvor en 
cellekoncentration på 4*106 celler/ml blev anvendt, og rehydreringstiden inden tælling var på 13 
minutter, var overlevelsen i de tre medier på: 
 
M R U 
90 % 70 % 67 % 
 
I tre separate forsøg, hvor cellekoncentrationen var på 106 celler pr ml, og prøvevolumen var på 1 ml, 
blev overlevelsen i de enkelte frysemedier målt til: 
 
M R U 
81 % 55 % 54 % 
 
I begge opstillinger ses det at ringermediet og ’U’-mediet næsten giver samme overlevelse, og at ’M’-
mediet, som kun adskiller sig fra ’U’-mediet ved at indeholde 10 % serum, giver klart den højeste 
overlevelse. Desuden kan det ses at overlevelsen er lavere for de tre medier, når voluminet øges og 
cellekoncentrationen sænkes. Et forsøg med ringermedie viste at volumenforøgelsen var den skadelige 
faktor, da en overlevelse på 70 % blev opnået, ved 250 µl og 106 celler/ml. 
 
Mediet med serum (M) giver altså overlevelsesrater der er en del bedre end de to andre medier, som 
begge lader til at have samme effekt på overlevelsen. Idet det var nødvendigt af tidsmæssige årsager, at 
begrænse de videre undersøgelserne til kun ét medie, blev ringermediet valgt. Årsagerne til dette var 
blandt andet at her var der rige muligheder for forbedring af overlevelsen, som kunne være svære at 
påvise hvis overlevelsen som udgangspunkt er meget høj, som det ses i ’M’-mediet. Ringermediet 
indeholder desuden færrest komponenter der kan spille ind på AFPs mulige effekt, og blev derfor valgt 
frem for ’U’-mediet. 
5.2.3 DMSO 
Cellernes overlevelsesrater afhænger i høj grad af koncentrationen af DMSO, da denne spiller ind på 
både en positiv og negativ måde. Overlevelsen af cellerne blev undersøgt ved fire forskellige DMSO-
koncentrationer. Der blev lavet ringermedier med hhv. 0, 2,5, 5 og 10 % (v/v) DMSO, som prøverne blev 
frosset ned i, tre replikater af hver. Overlevelsesraterne ses i Figur 34. 
 
Som det fremgår af graferne, overlevede ingen celler i prøverne uden DMSO. Her blev der endvidere 
kun observeret en cellekoncentration på 3,6*105, da cellerne blev talt efter forsøget. Denne lave 
koncentration kan forklares ved, at mange af cellerne var blevet splintret ved frysningen på grund af IIF, 
hvilket kunne ses ved, at der var mange cellefragmenter i prøven. 
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Overlevelsen stiger kraftigt allerede ved 2,5 % tilsat DMSO, hvorefter effekten begynder at stagnere.  
Den højeste overlevelse blev set ved 5 % DMSO, men var ikke signifikant større end ved 10 % (p=0,39). 
Tukey-testen viste, at der ved alle andre sammenligninger af middelværdien, var signifikante forskelle 
på overlevelsen. Idet en højere DMSO-koncentration muligvis vil kunne medføre en mere tydelig 
respons fra AFP i fryseforsøgene ved at øge deres opløselighed, vurderedes den høje koncentration af 
DMSO mest fordelagtig, og var den koncentration, der gennemgående blev anvendt. I de forudgående 
forsøg var der også anvendt 10 % DMSO, og for at resultaterne skulle kunne sammenlignes, var det 
nødvendigt, at samme koncentration af DMSO blev anvendt. 
5.2.4 Kølerate 
Køleboksen Mr. Frosty, som anvendes til næsten samtlige fryseforsøg, er lavet for at give en konstant 
kølerate, som er angivet til 1 °C/min fra producentens side. Egne målinger blev dog også foretaget, blandt 
andet fordi boksen i forsøgene blev anvendt uden låg, som ændrede køleraten. Herudover blev køleraten 
også målt ved en anden opstilling, hvor prøverne stod frit, da en højere kølerate også blev undersøgt i 
fryseforsøgene. 
 
Prøver med 250 µl frysemedie blev anvendt til at måle køleraten, da dette volumen anvendes i 
fryseprøverne. Lågene på prøverne var hullede og et termoelement var placeret midt i prøven. Prøverne 
med stuetemperatur blev sat i henholdsvis køleboksen og et åbent stativ, og overført til en -80 °C fryser. 
  
Da køleraten afhænger af temperaturforskellen mellem luften og prøven, var den ikke konstant under 
frysningen, hvilket fremgår i Figur 35. Her ses det som forventet også at køleraten var meget højere, når 
prøverne stod i det åbne stativ frem for køleboksen, hvor isopropanol sørgede for, at nedkølingen skete 
langsomt. Ved fryseforsøgene var prøverne anbragt i køleboksen i fryseren i tre timer. Dette gav en 
gennemsnitskølerate på ca. 0,5 °C/min fra 20 °C til -75 °C.  
 
I det fryseforsøg hvor stativet blev anvendt, stod prøverne kun i 10 minutter i fryseren, inden de blev 
overført til flydende nitrogen. I disse 10 minutter var gennemsnitskøleraten ca. 8,4 °C/min fra 20 °C til -
64 °C. Køleraten faldt kraftigt efter 10 minutter, og derfor var disse prøver ikke kølet længere ned her. 
  
Figur 34. Overlevelsesraterne i fire forskellige DMSO koncentrationer i ringermedie. 
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Da prøverne efterfølgende blev overført til flydende nitrogen, faldt temperaturen til -196 °C i løbet af få 
sekunder. Køleraten blev her ikke undersøgt nærmere. 
5.2.5 Varmerate 
I forlængelse af målingerne af køleraten, blev varmeraten også målt. Her blev prøverne taget op fra 
flydende nitrogen, og sat i henholdsvis 20 °C vand, 20 °C luft og en nedkølet (-75 °C) køleboks som også 
blev placeret ved 20 °C. Dette gav tre forskellige varmerater fra -196 til -3 °C på henholdsvis 100, 17 og 2 
°C/min. De to høje varmeraters effekt på overlevelsen blev undersøgt i samme fryseforsøg, mens den lave 
varmerate blev undersøgt separat. Overlevelsesraterne ved de tre varmerater er samlet og vist i Figur 36. 
 
Resultaterne viste en forholdsvis stabil overlevelsesrate, da standardafvigelserne i alle tre grupper var 
forholdsvis små. Herudover kunne det ses at cellerne tydeligvis tog skade af at blive tøet langsomt op, da 
overlevelsen var signifikant mindre her end ved de to andre rater (p<<0,05, Tukey). Der var til gengæld 
ingen signifikant forskel (p=0,25, Tukey) på overlevelsen ved de to andre varmerater. Varmeraten på 17 
°C/min blev udgangspunktet i fryseforsøgene, men i enkelte forsøg blev den lave varmerate anvendt. 
 
Figur 35. Køleraten for 250 µl prøver i henholdsvis et åbent stativ og køleboksen. 
 
Figur 36. Varmeratens effekt på overlevelsen ved tre forskellige rater: 2, 17 og 100 °C/min, fra -196 °C til -3 °C. 
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5.2.6 Nukleationstemperatur 
Nukleationstemperaturen spiller som tidligere nævnt formentlig en vigtig rolle for cellernes 
overlevelsesmuligheder. Da den sker stokastisk kan der komme store variationer i overlevelsesraterne 
som følge af de forskellige nukleationstemperaturer. For at kunne sammenligne resultaterne var det 
derfor nødvendigt at udvikle en metode som ensrettede nukleationen. 
 
I denne forbindelse blev det blandt andet undersøgt om de iskrystaller der var i luften ville kunne 
fungere som nukleatorer for prøverne, hvis kontakt med prøven blev mulig ved at bruge hullede låg. Da 
en visuel observering ikke var mulig, blev termoelementer tapet fast på ydersiden af kryorørene, inden 
disse blev sat i køleboksen. Prøvevoluminet var her blevet øget til 1 ml, for at termoelementerne skulle 
kunne registrere den varme der blev udviklet ved nukleation. Køleboksen med prøver med og uden 
hullede låg samt termoelementer blev sat i en -80 °C fryser, og temperaturen blev logget. Resultatet 
herfra er vist i Figur 37. 
 
Prøverne i dette forsøg indeholdte ikke celler, og der er derfor ingen overlevelsesrater knyttet til 
forsøget. Nukleationen kan ses på graferne som det punkt hvor køleraten begynder at falde, som følge af 
den varme, isdannelsen udvikler. Temperaturen angivet på y-aksen angiver termoelementets 
temperatur, og da dette var placeret på ydersiden af røret, afviger denne værdi fra den der var i selve 
prøven. Termoelementerne virker som nukleatorer, og kunne derfor ikke anvendes direkte i prøven. 
 
En tydelig forskel kunne ses på prøverne med henholdsvis hullede og intakte låg, idet temperaturen i 
prøverne med intakte låg pludselig steg under afkølingen. Dette viste at en større del af prøven frøs til is 
i løbet af meget kort tid, hvilket kun ville ske, hvis prøven havde været underafkølet. Derudover 
varierede størrelsen på dette udslag prøverne imellem, hvilket viser at frysningen skete ved forskellige 
grader af underafkøling.  
 
Prøverne med hullede låg viser ikke samme udslag, men derimod en mere blød kurve, der hvor prøven 
frøs. Dette viser at ingen, eller en meget lav, underafkøling fandt sted før prøven begyndte at fryse til is. 
Nukleationstemperaturen vurderes på baggrund af disse forsøg, at være konstant, og ligge nær 
frysepunktet, hvis hullede låg anvendes. Disse blev derfor anvendt i standardopstillingen. 
 
Figur 37. Temperaturmålinger til vurdering af nukleationstemperaturer. Prøver med intakte låg (til højre) underafkøles inden 
nukleation, idet en kraftig varmeudveksling ses. Dette ses ikke i prøver med hullede låg (il venstre). 
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5.2.7 Andre forsøg 
I forbindelse med udviklingen af metoden, blev det klart at det var nødvendigt at undersøge en række 
andre parametre, for at sikre at disse ikke spillede ind på overlevelsen. 
 
Da det var nødvendigt at lade cellerne rehydrere efter optøningen, før de kunne tælles, blev der lavet et 
forsøg for at finde en passende rehydreringstid. Dette tidsrum skulle være langt nok til, at cellerne ikke 
ville optage trypan blå, til trods for at de var levedygtige, hvilket var tilfældet hvis de blev farvet kort 
efter optøning. Tidsrummet burde heller ikke være for stort, så andre faktorer kunne begynde at spille 
ind på overlevelsen. Til sidst skulle tidsrummet også kunne passes ind, så det var praktisk muligt i den 
anvendte metode. 
 
Da cellerne stod længe og rehydrerede, blev det undersøgt om cellerne tog skade af at stå længe i 
frysemediet. Ny-trypsinerede celler blev opløst i henholdsvis ringermedie og dyrkningsmedie, og sat på 
vippebord i 2½ time. Herefter blev overlevelsen målt til henholdsvis 100 % og 81 %, efter at være blevet 
korrigeret for overlevelsesraten der blev målt umiddelbart efter trypsineringen. Opbevaring af celler i 
ringermediet under rehydrering kunne derfor konkluderes ikke at have nogen negativ effekt på 
overlevelsen. Kontrollen viste derimod at cellerne tog skade af at stå længe i dyrkningsmediet. Den lave 
overlevelse skyldes måske at cellerne i dette medie havde højere stofskifte end i ringermediet, hvilket 
kan medføre en skadelig pH. Dette undgås normalt under dyrkningen ved at holde en CO2-balance 
mellem mediet og luften. En sådan styring af pH’en blev ikke anvendt her. 
 
Der blev sigtet efter at opnå en cellekoncentration i prøverne på 106 celler per ml under fryseforsøgene. I 
forbindelse med undersøgelsen af overlevelsesraterne efter fryseforsøgene, blev cellekoncentrationen i 
de enkelte prøver samtidig bestemt. Herudfra kunne det ses at koncentrationen af celler oftest svingede 
mellem 9*105 og 1,3*106 celler. For at teste om dette udsving influerede på resultaterne blev overlevelsen 
sammenholdt med cellekoncentrationen i de enkelte prøver, i udvalgte forsøg. Der var ingen tendens at 
spore mellem koncentrationen af celler og overlevelsesraten, og udsvingene af cellekoncentrationen, i 
den grad der ses i forsøgene, blev konkluderet ikke at have nogen effekt på overlevelsen. Ligeledes blev 
det undersøgt, om der var en korrelation mellem rækkefølgen prøverne blev talt i, og overlevelsesraten. 
Her var der heller ingen tendens at spore. Resultaterne er ikke vist. 
 
Da det kunne tænkes at cellernes alder, eller passagenummer, kunne influere på overlevelsesraterne, 
blev det undersøgt om der var en korrelation mellem overlevelsen og passagenummeret. Dette blev gjort 
ved at sammenligne overlevelsen fra en række prøver fra forskellige fryseforsøg, som alle var blevet 
behandlet ens, men havde forskellige passagenumre. Overlevelsen viste sig ikke at afhænge af 
passagenummeret, i det interval cellerne blev anvendt, og derfor er cellernes pågældende passagenumre 
ikke angivet i nogle af forsøgene. Cellerne blev dog stadig udskiftet når de begyndte at skifte 
morfologiske træk. 
 
I et fryseforsøg var termoelementer blevet sat i nogle af prøverne, for at kunne sammenholde 
nukleationstemperaturen med overlevelsen. Dette forsøg viste at prøverne med termoelementer i, havde 
betydeligt ringere overlevelse end prøver uden, og derfor kunne denne opstilling ikke bruges. 
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5.3 Funktionalitetsbevarelse 
For at undersøge om cellerne bevarede deres funktionalitet efter fryseforsøgene, blev et forsøg opstillet, 
hvor cellerne blev dyrket igen efter de havde været igennem et fryseforsøg. I dette forsøg indgik prøver 
med GST, AFP og uden protein. Prøverne blev udsat for et standardfryseforsøg, inden de blev forsøgt 
dyrket igen. 
 
Efter overlevelsesraten var bestemt, blev der fra hver af prøverne overført 3x20 µl til dyrkningsbrønde 
med 1 ml dyrkningsmedie. Som kontroller blev ny-trypsinerede celler opbevaret i ringermedie og 
dyrkningsmedie (og blev altså ikke udsat for et fryseforsøg), tilsat tilsvarende brønde, efter de havde 
stået på vippebord ved stuetemperatur i 2½ time. Brøndene med prøver og kontroller blev sat i 
inkubatoren til dyrkning. Efter to timer blev de første billeder taget af cellerne. På dette tidspunkt var 
cellerne begyndt at hæfte sig til underlaget. Efter 24 timer blev der taget billeder af cellerne igen, for at 
undersøge om cellerne havde delt sig. På tredjedagen, da der igen skulle tages billeder, var prøverne 
kontamineret, og kunne ikke længere anvendes. Kun prøverne fra kontrollen med dyrkningsmedie var 
ikke kontamineret, og kontamineringen må derfor have været i ringermediet. Observeringerne i dette 
forsøg bygger derfor kun på den vækst, der kunne ses de første 24 timer. I Figur 38 er udvalgte prøver 
præsenteret fra hver gruppe. I venstre kolonne ses cellerne efter to timer i inkubator, og til højre efter 24 
timer. Rækkerne er i nævnte rækkefølge Blank, GST, AFP, kontrol i ringermedie, kontrol i 
dyrkningsmedie. 
  
  
  Blank  
 2 timer   24 timer 
     GST  
 2 timer   24 timer 
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Figur 38. Bevarelse af funktionalitet. Kolonnen til venstre viser celler efter to timers dyrkning. Højre kolonne viser celler efter 
24 timer. Fra toppen: Blank (prøver tilsat tris-buffer uden protein), GST, AFP, kontrol med ringermedie og til sidst kontrol med 
dyrkningsmedie. Målestok er 0,2 mm. 
  
    AFP  
 2 timer   24 timer 
  Kontrol  Ringermedie  
  2 timer   24 timer 
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Inden cellerne blev dyrket, var overlevelsesraterne forskellige, og derfor varierede antallet af levende 
celler tilsat hver brønd. I de eksempler vist i Figur 38, var overlevelsesraterne i de forskellige prøver, 
bestemt via trypan blå farvning til: 
 
Blank GST AFP Ringer Dyrkning 
49 % 78 % 61 % 98 % 80 % 
 
Velfungerende celler, som har kunnet hæfte på bunden af brønden, fremstår som mørke og aflange eller 
kantede på billederne. Døde celler fremstår helt runde. De levende celler ’vandrer’ på overfladen, så 
selvom billederne er taget samme sted, vil det dog, ud fra cellernes placering, ikke fremstå sådan. 
 
Den variation på antallet af celler der ses imellem prøverne, skyldes ujævn fordeling af celler i det 
fokusområde hvor billederne blev taget, og antallet af levende celler bør derfor ikke sammenlignes på 
tværs af prøverne. Det der skal fokuseres på i disse billeder, er forøgelsen af andelen af levende celler i 
den enkelte prøve mellem de to forskellige tidspunkter. 24 timer er et for lille tidsrum til rigtigt at kunne 
vurdere og sammenligne vækstraterne i de forskellige prøver, og konklusionen der følger på dette forsøg, 
bliver af samme grund overfladisk. 
 
To timer efter inkubationen kan der ses vedhæftede celler i samtlige prøver. Det kun ser ud til at være et 
mindretal af cellerne der har gjort vedhæftet sig, muligvis fordi nogle celler ikke har nået at hæfte sig 
allerede. Efter 24 timer forventes det at alle levende celler for længst er hæftet til brøndene, og i alle 
brønde er der en tydelig fremgang at spore. På dette tidspunkt ville funktionelle celler have delt sig. 
 
Kontrollen der har været frosset ned uden protein (Blank), viser ikke umiddelbart en større procentvis 
forøgelse i antallet af vedhæftede celler, sammenlignet med prøver med AFP eller GST. Tværtimod kan 
der her se ud til at være en ringere vækst, men det er svært at vurdere med så få levende celler over så 
kort tid. Kontrollerne der ikke har været frosset net, viser god cellevækst, men ser heller ikke ud til at 
være bedre end fryseprøverne med AFP og GST.  
 
Igennem dette forsøg kan det også ses at selvom overlevelsesraten for kontrollen med ringermedie blev 
bestemt til 98 % med trypan blå, er det langt fra så mange der har hæftet sig til brøndene efter 24 timer. 
Dette viser at den overlevelsesrate der bliver bestemt med trypan blå, bliver vurderet til at være en del 
højere end den andel af cellerne der vil kunne fungere i samspil med andre celler og danne monolag når 
de dyrkes. 
 
Ud fra dette forsøg hvor cellerne observeres de første 24 timer efter et fryseforsøg, kan der ikke ses 
nogen umiddelbar forringet vækstmuligheder i nogle af prøverne der har været igennem et fryseforsøg. 
For alle prøver ser det dog ud til, at det langt fra er alle dem der gennem trypan blå farvningen ser 
levende ud, der også er funktionelle og kan hæfte sig på flaskerne. 
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5.4 Fryseforsøg 
I dette afsnit følger resultaterne fra de forsøg, hvor forskellige proteinopløsningers effekt på overlevelsen 
undersøges. Alle forudgående forsøg og proteinoprensninger ligger til grund for disse forsøg, og det er 
her proteinernes effekt på cellernes overlevelsesrate undersøges. I forsøgene anvendes, som 
udgangspunkt, en standardopstilling og bestemte proteinkoncentrationer, medmindre andet er angivet 
ved det enkelte forsøg. Disse er før angivet i Tabel 7 og Tabel 9, men er igen samlet nedenfor.  
 
Opstillingerne indeholdte som regel 2x6 prøver, hvor de første seks prøver fungerede som en kontrol, og 
de sidste seks har fået en eksperimentel behandling, hvis effekt på overlevelsen ønskes undersøgt. På 
denne måde er der en kontrol i hvert fryseforsøg, hvilket styrker resultatet, da det herved udelukkes at 
varierende overlevelser skyldes metoderelaterede uregelmæssigheder forsøgene imellem. Prøver med 
samme behandling viste sig at have meget ens overlevelsesrater på tværs af forsøgene, hvilket viser en 
hvis sikkerhed i proceduren, og gør det derfor også legitimt at sammenligne resultater på tværs af de 
enkelte fryseforsøg. Sidst i afsnittet opsummeres og sammenholdes resultaterne. 
 
Nyrecellerne blev udskiftet inden fryseforsøgene blev lavet, så dette ikke blev nødvendigt midt i 
forsøgene. Indledningsvis blev et pilotforsøg lavet, hvor ingen proteiner var tilsat, for at undersøge hvad 
overlevelsen var ved udgangspunktet ved standardopstillingen. Dette forsøg viste en overlevelsesrate på 
66 %. 
 
Graferne i de enkelte fryseforsøg har ikke fået tildelt numre. Der refereres til dem ud fra 
forsøgsnummeret. 
 
Parameter Værdi 
Cellekoncentration 106 pr. ml 
Volumen 250 µl 
Medie Ringer 
Opbevaringstemperatur -196 °C 
DMSO koncentration 10 % (v/v) 
Varighed ved minimum 20 timer 
Kølerate (20 °C – -75 °C) -0,5 °C/min 
Nukleationstemperatur v. frysepunkt (-3 °C) 
Varmerate 17 °C/min 
 
Protein mg/ml 
AFP-mix 0,98 
ren AFP 0,50 
GST (egen) 0,78 
GST (kommerciel) 0,78 
BSA 0,50 
 
 
  
Resultater 
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Fryseforsøg 1. Blank vs. GST 
Det første forsøg der blev opstillet, indeholdte prøver med GST og kontroller uden protein (blank), for at 
se om tilsætning af protein i sig selv ville have en effekt på overlevelsen. Da AFP-mix også indeholdte 
GST, var det oplagt at anvende GST som kontrolproteinet. I den blanke prøve er der tilsat tris-buffer 
uden protein. 
 
 
 
I graferne ses det at spredningen for især prøven uden protein er meget lille, og indikerer en stor 
sikkerhed i forsøgsopstillingen. Sammenlignes overlevelsesraten i de blanke prøver med det indledende 
forsøg, er overlevelsesraten også stort set den samme de to forsøg imellem (66 og 67 %) og viser, at der 
også er stabilitet mellem fryseforsøgene. Forsøget her viste også en tydelig forøget overlevelse ved 
tilsætning af GST, og sammenlignes de to middelværdier, giver GST en signifikant øget overlevelse 
(p<<0,05), på trods af det lille datagrundlag. 
 
Resultatet viste at tilsætningen af GST øgede overlevelsesraten, men det kan ud fra dette ikke siges om 
det blot skyldes at protein blev tilsat, eller om effekten kan tilskrives GSTs specifikke funktion. 
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Fryseforsøg 2. GST vs. AFP-mix 
Her blev GSTs effekt sammenlignet med AFP-mix’, for at se om antifryseproteinerne i AFP-mix ændrede 
overlevelsesraten. Begge opløsninger indeholdte som bekendt GST. Følgende resultater stammer fra to 
fryseforsøg, som er slået sammen, da resultaterne var meget ens. 
 
 
 
Overlevelsesraterne ses at blive mere spredt når AFP-mix anvendes, en effekt der må tilskrives AFP. 
Spredningerne er signifikant forskellige (p=0,047), men middelværdierne ligger meget tæt på hinanden 
(p=0,72). Ændringen i spredningen indikerer at AFP i prøven påvirkede resultatet, men at denne ikke 
kan påvises ud fra middelværdien. Sammenlignes med det forrige forsøg, ses det at overlevelsesraten med 
GST også ligger stabilt forsøgene imellem. 
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Fryseforsøg 3. GST vs. AFP-mix ved langsom optøning 
Da det var forventet at AFPs effekt var relateret til rekrystallisation, blev et forsøg lavet hvor varmeraten 
var blevet nedsat. Heri var prøverne udsat for rekrystallisation i længere tid, og AFPs effekt, om nogen, 
ville her være blevet forstærket. Varmeraten var i dette forsøg på 2 °C/min, mod 17 °C/min i 
standardproceduren. Igen sammenlignes AFP-mix-prøver med GST-prøver. 
 
 
 
Spredningen på prøverne med GST ses igen at være mindre end prøver med AFP-mix. Den store 
spredning her skyldes til dels en enkelt prøve som falder et stykke under de andre. Denne tendens med 
meget spredte prøver ses også i nogle af de følgende forsøg, og tyder derfor ikke på at være en fejlagtig 
prøve. Derfor medregnes prøven også i middelværdien. 
 
Middelværdien for overlevelsesraten i prøver med GST er lavere end for AFP-mix, dog uden at være 
signifikant (p=0,26), hvilket til dels skyldes AFP-mix prøvens store standardafvigelse.  
 
Sammenlignes med de forrige resultater, er overlevelsesraten for prøver med GST faldet fra 79 til 59 %, 
når prøverne tøs langsomt op. Til sammenligning er den for prøver med AFP-mix faldet fra 78 til 67 %, 
hvilket er en del mindre, til trods for at en af prøverne viste meget lav overlevelsesrate, og viser derfor at 
AFP her har en gavnlig effekt. 
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Fryseforsøg 4. BSA vs. Ren AFP 
Efter forsøg 3 blev lavet, blev en opløsning med ren AFP produceret. Denne prøve anvendes nu i stedet 
for AFP-mix. Kontrollen GST er samtidig blevet skiftet ud med BSA for også at have en ren kontrol, idet 
den oprensede GST indeholdte andre proteiner fra affinitetskromatografien, herunder en lav 
koncentration af AFP. Dette forsøg er lavet under standardbetingelser med med BSA og ren AFP. 
 
 
  
Spredningen for prøverne indeholdende BSA er meget mindre end prøverne med AFP, hvor navnlig to 
punkter skiller sig ud. Middelværdien ligger klart lavest for AFP, på trods af at det var blandt disse, at 
prøven med den højeste overlevelse blev observeret. Den statistiske forskel på de to middelværdier er 
ikke signifikant (p=0,19), hvilket spredningen i overlevelsen på AFP-prøverne bidrager en del til.  
 
Sammenlignes der med andre forsøg under standardbetingelser, viser prøven med BSA nogenlunde 
samme spredning og overlevelse som prøver uden protein. Det lykkedes derfor ikke at opnå den samme 
positive effekt med BSA, som blev set med GST. GSTs positive effekt er derfor proteinspecifik. 
Overlevelsesraten for prøverne med ren AFP er lavere end prøver med AFP-mix, og spredningen er 
endnu større end set tidligere.  
 
Resultaterne viser, at BSA og AFP ikke kan gengive den positive effekt som blev set med GST. BSA lader 
til ikke at have nogen effekt, mens AFP ser ud til at have en direkte skadelig effekt, da denne gav en 
lavere overlevelsesrate end set i prøver uden protein. 
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Fryseforsøg 5. Blank vs. BSA vs. AFP ved langsom optøning 
I dette forsøg blev det undersøgt om ren AFP havde samme positive effekt ved langsom optøning, som 
blev set med AFP-mix i forsøg 3. Resultaterne herunder stammer fra to separate forsøg. Det ene forsøg 
indeholdte BSA og AFP, det andet blanke prøver og AFP. Resultaterne fra AFP-prøverne fra de to forsøg 
viste samme mønster i overlevelsesraten, og er blevet slået sammen i nedenstående figur. 
 
  
 
På grafen til venstre ses et mønster i overlevelsesraterne for prøverne med AFP, hvor overlevelsen falder 
ind i to grupper. Gruppen med lav overlevelse ser ud til at kunne sammenlignes med overlevelsen for 
blank og BSA prøverne, med et gennemsnit omkring 30 %. Den anden gruppe, som kun udgør 4 ud af 11 
datapunkter, ligger på omkring 75 %. I prøver med BSA ses et enkelt datapunkt også at ligge i den høje 
gruppe.  
 
I grafen til højre, hvor middelværdierne er præsenteret, er der blevet tilføjet en ekstra søjle, hvor det 
punkt der skiller sig meget ud fra prøven med BSA, er udeladt. Denne søjle er placeret yderst til højre 
(BSA n=5, lilla søjle), og sammenlignes denne med prøver uden protein, er der ingen forskel på 
overlevelsesraten (p=0,98, Tukey). AFP giver her den højeste overlevelsesrate, men grundet den store 
spredning, er der ingen signifikant forskel mellem prøverne. 
 
Sammenlignes med tidligere forsøg hvor prøverne undersøges ved standardvarmeraten (forsøg 1 for 
blanke prøver og forsøg 4 for BSA og AFP), er overlevelsesraten i prøverne uden protein faldet fra 67 til 
30 % med den lave varmerate. BSA er faldet til 41 % (eller 34 %), ift. 62 % mens AFP blot er faldet fra 51 
% til 49 %. 
 
Lige som i forsøg 3 hvor GST og AFP-mix tøs langsomt op, ses det her, at prøverne med ren AFP ikke 
blev påvirket af den lave varmerate i samme grad, som de andre prøver gjorde. Mens AFP-mix ser ud til 
at give en lille beskyttende effekt ved langsom optøning, giver ren AFP næsten total beskyttelse.   
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Fryseforsøg 6. AFP-prøver med hullede vs. intakte låg 
I forsøg 5 blev der set gruppering af AFP-prøverne, på trods af de alle var behandlet ens. Den eneste 
faktor der kunne variere prøverne imellem var nukleationstemperaturen, selvom denne var forsøgt 
styret ved at anvende hullede låg på prøverne. For at undersøge om opdelingen kunne relateres til 
nukleationen blev dette forsøg udført, hvor halvdelen af prøverne havde intakte låg. I disse prøver 
forventes det, at en underafkøling finder sted. Alle prøverne indeholdte AFP. I modsætning til 
fryseforsøg 5 anvendes der her ikke en lav varmerate. Prøverne med hullede låg svarer derfor til 
standardproceduren. 
 
 
 
Overlevelsesraten i prøver med hullede låg er igen opdelt som fryseforsøg 5, og til dels også fryseforsøg 
4, viste. Overlevelsen for prøverne med intakte låg falder alle sammen ind i samme interval, som dem i 
den høje gruppering af prøver med hullede låg. 
 
Selvom prøverne med intakte låg gav en høj og stabil overlevelsesrate, er overlevelsen ikke signifikant 
bedre i disse prøver end prøverne med hullede låg (p=0,22). Prøverne med intakte låg nærmer sig her de 
overlevelsesrater der blev set med GST og AFP-mix. Brugen af intakte låg så ud til at modvirke at 
prøvernes overlevelsesrate blev to-delt, og kun faldt ind i den høje gruppering. Nukleationstemperaturen 
ser derfor ud til at være afgørende for overlevelsen i prøver med AFP. 
  
0
20
40
60
80
100
O
ve
rl
e
ve
n
d
e
 (%
)
Nukleation og AFP
Hullet låg Intakt låg
58 74
0
20
40
60
80
100
O
ve
rl
e
ve
n
d
e
 (%
)
Nukleation og AFP
Hullet låg (n=6) Intakt låg (n=5)
Resultater 
 
83 
 
Fryseforsøg 7. BSA vs. GST med intakte låg  
Da intakte låg viste sig at have indflydelse på overlevelsen i prøver med AFP, blev der også lavet et 
forsøg med kontrolproteinerne, hvor intakte låg blev anvendt. I dette forsøg blev koncentrationen af 
BSA øget til 1 mg/ml for at matche GSTs koncentration. Samtidig kunne det testes om den øgede 
overlevelse, der blev observeret i prøver med 0,78 mg GST/ml i forhold til 0,5 mg BSA/ml, skyldtes den 
højere proteinkoncentration, eller om den øgede overlevelse bundede i en mekanisme, der var specifik 
for GST. 
 
  
 
Som set i forsøg 5 er der igen en af BSA-prøverne der skilte sig ud med en højere overlevelse i forhold til 
resten af prøverne, og søjlediagrammet viser overlevelsesraten både med (n=6, blå søjle) og uden (n=5, 
grøn søjle) dette punkt. Ses der bort fra det ene punkt, ligger overlevelsesraten for BSA signifikant lavere 
end GST prøverne (p=0,03, Tukey), og spredningen falder væsentligt. 
 
Sammenlignes resultaterne med tidligere forsøg hvor hullede låg er anvendt, ses det at overlevelsen for 
prøver med GST faldt fra 80 til 68 % når der blev skiftet til intakte låg. BSA faldt fra 62 % (med 0,5 mg 
BSA/ml) i forsøg 4, til 54 % (med 1 mg BSA/ml), hvis det afvigende punkt ikke medregnes. Modsat 
prøverne med AFP i forsøg 6, medførte intakte låg lavere overlevelsesrater, når GST eller BSA var i 
prøverne. 
 
Udover at vise at overlevelsen for kontrolproteinerne falder, ved brug af intakte låg, viste forsøget også 
at der stadig er højere overlevelse i GST-prøver end i BSA-prøver, selvom proteinkoncentrationen af 
BSA øges. Dette understreger at GSTs effekt skyldes en specifik proteinegenskab, og ikke den høje 
koncentration. 
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Fryseforsøg 8. AFP opløsninger med hullede og intakte låg ved hurtig nedkøling 
I forsøg 6 hvor intakte låg, og derfor sandsynligvis også underafkøling, øgede overlevelsen, blev der nu 
lavet et forsøg med en højere kølerate, for at øge underafkølingen yderligere. Der blev anvendt en 
kølerate på 8,4 °C/min frem for 0,5 °C/min. Denne kølerate var ikke blevet brugt før, så forsøget blev 
samtidig anvendt for at se om cellerne overhovedet kunne overkomme denne kølerate, da det kraftigt 
øger risikoen for IIF.  
 
 
 
Den hurtige nedkøling har tydeligvis haft en kraftig negativ effekt på cellernes overlevelsesmuligheder. 
Der er ingen forskel på overlevelsesraterne (p=0,93), men igen ses spredningen for overlevelsen at være 
højest blandt prøverne med hullede låg (sd er 2,04 og 0,35). 
 
Dødsårsagen tyder ikke på at skyldes IIF, som ellers var at forvente. I prøverne blev der ikke set nogen 
cellefragmenter ved tællingen, som ellers ville kunne findes, hvis IIF var indfundet, og cellerne var revet 
itu, som tidligere var set i prøver uden DMSO. Koncentrationen af cellerne i prøverne blev desuden 
bestemt til lige under 106 celler/ml, hvilket understøttede at IIF ikke havde fundet sted, da splintrede 
celler ikke ville kunne tælles. Uanset dødsårsagen gav den hurtige nedkøling en alt for lav 
overlevelsesrate, til at den vil kunne anvendes. 
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Fryseforsøg 9. Forskellige AFP koncentrationer 
I dette forsøg undersøges hvorvidt AFPs effekt er koncentrationsafhængig. I forsøget blev prøver med 
0,25 og 1 mg/ml anvendt. I graferne nedenfor er resultaterne fra forsøg 4 og 6, hvor 0,5 mg/ml AFP blev 
anvendt, sat ind til sammenligning. 
 
 
 
Inden for alle tre koncentrationer ses, som tidligere, en todelt gruppering af data. Koncentrationerne 
0,25 og 0,5 mg/ml ser ud til at give den samme distribuering af punkterne. 0,25 mg/ml har dog kun ét 
punkt i den lave gruppering. I prøverne med 1 mg/ml ligger begge grupperinger højere end set ved de 
andre koncentrationer. 
 
Sammenlignes middelværdierne, er det kun mellem prøver med 0,5 mg AFP/ml og 1 mg AFP/ml der ses 
en signifikant forskel (p=0,02, Tukey). Prøverne med 0,25 mg AFP/ml ligger også generelt højere end 
dem med 0,5 mg AFP/ml, og giver derved søjlerne en U-form. Heraf fremgår det at 0,5 mg AFP/ml netop 
skulle være den mindst gunstige proteinkoncentration. Idet prøverne lader til at fordele sig mere eller 
mindre tilfældigt mellem den ’høje’ og ’lave’ gruppe af overlevelsesrater, og når der kun er lavet seks 
replikater med 0,25 mg/ml, kan de høje overlevelsesrater her blot skyldes, at de fleste prøver ved et 
tilfælde endte i den ’høje’ gruppering. 
 
Prøverne med 1 mg AFP/ml viste lige så høj overlevelse som prøverne med GST og AFP-mix som 
indeholdte 0,78 og 0,98 mg protein/ml. I disse to prøver ses ikke en to-delt gruppering af data, som ellers 
er tilfældet i prøver med AFP. 
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Fryseforsøg 10. GST - egen vs. kommerciel 
Igennem hysteresemålinger blev der observeret en antifryseaktivitet i den GST-opløsning, der var blevet 
anvendt i en række af forsøgene. Da denne hysterese ikke kunne eftervises i en kommerciel prøve med 
GST, måtte den selvproducerede GST-opløsning indeholde rester af AFP om end i meget små mængder, 
da de ikke kunne ses på SDS-PAGE. For at undersøge om disse rester har haft indflydelse på resultaterne, 
opstilles et forsøg hvor min GST-opløsning sammenlignes med en kommerciel GST-opløsning. 
 
 
 
Overlevelsesraterne på de to GST-opløsninger ligger meget tæt, og det kan derfor konkluderes at de 
rester af AFP (og anden forurening), der er i GST-opløsningen, ikke har haft nogen indflydelse på 
overlevelsen, og effekten der blev set, krediteres kun GST. 
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5.4.1 Samling af resultater 
Resultaterne fra fryseforsøgene er samlet i Figur 39 og Figur 40. Her er undladt resultaterne fra den 
hurtige nedkøling (fryseforsøg 8), og prøverne med kommerciel GST. Prøver fra forskellige forsøg, som 
har fået samme behandling, er blevet samlet. I de efterfølgende grafer er udvalgte resultater fremhævet 
og sammenlignet. 
 
 
Figur 39. Søjlediagram der angiver middeloverlevelsesrate og standardafvigelsen for de enkelte behandlinger, sorteret efter 
overlevelsesraten. 
I Figur 39 er der forskellige prøver opstillet efter den middeloverlevelsesrate de gav. For grupperne AFP-
mix L, BSA L og BSA Låg 1 mg/ml er standardafvigelsen høj på grund af ét enkelt punkt der skiller sig ud 
fra de andre. 
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I Figur 40 vises de samme resultater som indgår i Figur 39, her stillet op i punktdiagram. 
 
Farverne i grafen angiver hvilket protein prøverne indeholder. Trekantede punkter viser at 
standardproceduren er anvendt i forsøget, cirkler at prøverne er tøet langsomt op, og romber at der blev 
anvendt intakte låg. Herudover er afvigende proteinkoncentrationer også markeret. 1 mg/ml AFP eller 
BSA er angivet med firkanter, og 0,25 mg/ml AFP er angivet med en streg. Alt dette er også angivet i 
forklaringen til højre i Figur 40. Her er proteinet i prøven angivet, efterfulgt af S (standard forsøg) eller L 
(langsom optøning). Låg betyder at der er anvendt intakte låg i de pågældende prøver. 
 
 
Figur 40. Punktdiagram med de enkelte prøvers overlevelsesrate fra fryseforsøgene, sorteret efter overlevelsesraten. Punkternes 
farve angiver proteinet i prøverne; GST er blå, AFP er rød, AFP-mix er grøn, BSA er orange og blanke prøver er grå. 
For at overskueliggøre resultaterne, bliver vigtige elementer trukket ud af graferne og sammenlignet i de 
følgende afsnit. 
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Proteineffekt 
Forsøgene viste at det havde stor betydning for cellernes overlevelsesrate, hvilket protein der var tilsat 
prøverne. Sammenlignet med prøven uden protein i, forårsager forskellige proteiner både højere og 
lavere overlevelsesrate. I Figur 41 er middelværdierne, og tilhørende standardafvigelser, for prøverne 
med forskellige proteiner ved standardbetingelser vist, sammen med resultatet fra en Games-Howell test 
over samtlige viste proteiner. 
 
 
Protein1 Protein2 p-værdi 
AFP AFP-mix 0,011 
AFP BSA 0,675 
AFP Blank 0,289 
AFP GST 0,005 
AFP-mix BSA 0,002 
AFP-mix Blank 0,039 
AFP-mix GST 0,963 
BSA Blank 0,470 
BSA GST 0,000 
Blank GST 0,000 
 
Figur 41. Til venstre ses middeloverlevelse og standardafvigelse ved standardbetingelse for de forskellige proteinopløsninger. Til 
højre er resultat af Games-Howells test af disse proteiner, med signifikante forskelle markeret. 
 
Middelværdierne blev sammenlignet med en Games-Howell test (Figur 41, til højre), der viste at 
overlevelsen i prøverne med både GST og AFP-mix var signifikant højere end de tre andre grupper. 
Derudover var overlevelsen i disse to grupper indbyrdes signifikant ens, hvilket viser at effekten af GST i 
AFP-mix overskygger AFPs. Mellem de andre grupper var der ingen signifikante forskelle, dels fordi 
prøverne med AFP havde en så stor spredning, og dels fordi prøverne med BSA lå nær de blanke, som 
viste at protein i sig selv, ikke havde en effekt på overlevelsesraten. 
 
I forhold til den blanke prøve, gav tilsætning af GST, og derfor også AFP-mix, en beskyttende effekt, 
mens BSA sandsynligvis ikke havde nogen effekt. AFP gav overordnet set en forringelse af overlevelsen, 
selvom der inden for gruppen blev set prøver med overlevelsesrater, næsten på højde med GST-
prøvernes. Denne spredning inden for især prøver med AFP omtales senere i afsnittet. 
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Varmerate 
Varmeraten viste i flere forsøg at have en tydelig effekt på overlevelsesraten. Resultaterne fra disse 
forsøg bliver samlet her, og sammenspillet mellem varmeraten og proteinindholdet og deres effekt på 
overlevelsen vises. 
 
 
Figur 42. Middeloverlevelsen for prøver med de fire forskellige proteinopløsninger samt kontrollen uden protein, ved de to 
anvendte varmerater. Blå søjler viser standard varmerate (17 °C/min), de røde den lave rate (2 °C/min). 
I Figur 42 er overlevelsesraterne ved standardvarmerate for de forskellige proteinopløsninger opstillet 
parvis med den tilsvarende overlevelse ved en lavere varmerate. De blå søjler illustrerer overlevelsen ved 
en varmerate på 17 °C/min (standardopstilling), og de røde en varmerate på 2 °C/min.  
 
Det ses at middelværdien for overlevelsesraten i alle tilfælde er lavere, når prøverne optøs ved den lave 
rate. For GST, BSA og blanke prøver, er dette fald signifikant (p<<0,05 p=0,035 p<<0,05). Graden af 
denne negative effekt varierer proteinerne imellem. For bedre at overskue den lave varmerates 
konsekvens, alt efter hvilket protein der er tilsat prøven, normaliseres alle overlevelsesraterne ved 
standard-varmeraten, og sammenlignes med de relative overlevelsesrater opnået ved de lavere 
varmerater, illustreret i Figur 43. 
 
 
Figur 43. Den relative overlevelsesrate ved den lave varmerate, når standardoverlevelsen er normaliseret til 1. 
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De gennemsnitlige overlevelsesrater ved standard-varmeraten blev sat til værdien 1, og den tilsvarende 
overlevelse ved lav varmerate for hvert enkelt protein-opløsning blev angivet, som en andel af denne 
værdi.  Herudfra kan det ses hvordan den lave varmerate influerer de enkelte opløsninger. For eksempel 
ses det i Figur 43 at overlevelsen ved den lave varmerate for prøver med AFP kun er 91 % af det, den var 
ved standard varmeraten. For AFP-mix var den 86 % osv.  På denne måde udregnes det mere brugbare 
relative fald i overlevelsen der skyldes varmeraten, og ikke et absolut tal i procentpoint. 
 
Som det fremgår af Figur 43 bliver prøverne AFP og AFP-mix mindst påvirkede af den lavere varmerate, 
mens effekten er klart størst for prøverne uden protein, hvor overlevelsesraten bliver mere end halveret. 
Prøverne med BSA og GST ligger midt imellem disse, selvom prøverne med BSA ville ligge meget tæt på 
den blanke prøve, hvis ikke der var observeret en enkelt prøve med usædvanlig høj overlevelse i forhold 
til resten, hvilket fremgår i Figur 40 (BSA L). 
 
Udover at bestemme hvilke opløsninger der påvirkes signifikant af den lave varmerate, blev der også 
undersøgt, om denne påvirkning var signifikant forskellig prøverne imellem. Blot fordi overlevelsen ikke 
falder signifikant for prøver med AFP, men gør det for prøver med GST, betyder dette ikke nødvendigvis 
at varmeraten påvirker prøver med GST signifikant mere end prøver med AFP. For at sammenligne om 
den lave varmerate havde en signifikant forskellig indflydelse, alt efter hvilket protein der var tilsat 
prøverne, sammenlignes hældningerne på grafen i Figur 43. 
 
Dette blev gjort ved at regne den relative overlevelse ud for hver prøve fra den langsomme optøning ift. 
gennemsnitsværdien for alle tilsvarende prøver (samme protein) ved standardvarmerate. Ingen 
datatransformationer kunne få disse data til at have ens varianser, så en Games-Howell parvis 
sammenligning til uens varianser blev foretaget. Resultater er vist i Tabel 11. 
 
Som det fremgår af tabellen, involverer alle de signifikante forskelle blanke prøver. Køleraten spiller 
signifikant mere ind på overlevelsesraten for prøver uden protein tilsat sammenlignet med prøver med 
både AFP, AFP-mix og GST. Det fremgår også at selvom prøver med AFP og AFP-mix var de eneste der 
ikke blev signifikant påvirket af den lave kølerate, er der ikke signifikant forskel på graden af den effekt 
der ses, når de sammenlignes med prøver med GST eller BSA – også selv hvis det meget afvigende punkt 
blandt BSA-prøverne ikke regnes med (ikke vist). 
Tabel 11. Effekt af varmerate. Signifikante 
forskelle er markeret med gråt. 
Protein1 Protein2 p-værdi 
AFP AFP-mix 0,997 
AFP BSA 0,633 
AFP Blank 0,035 
AFP GST 0,673 
AFP-mix BSA 0,656 
AFP-mix Blank 0,013 
AFP-mix GST 0,584 
BSA Blank 0,507 
BSA GST 0,971 
Blank GST 0,001 
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Nukleation 
Hvorvidt nukleationen forceres eller ej, når prøverne køles ned, havde også en effekt på 
overlevelsesraten. Her sammenlignes prøver der blev kølet ned med hullede låg, som forventes at 
nukleere ved frysepunktet, med prøver med intakte låg, som forventes vil have en mere tilfældig 
nukleationstemperatur. 
 
 
Figur 44. Middeloverlevelse for AFP og de to kontrolproteiner GST og BSA, ved 
standardprocedure (blå søjler) og med intakte låg (røde søjler), med standardafvigelser. 
I Figur 44 er middeloverlevelsen for prøver med AFP, GST og BSA ved standardbetingelser (blå søjler) 
sammenlignet med tilsvarende prøver, som er frosset ned med intakte låg (røde søjler). Gennem en 
Student’s T-test, ses det at overlevelsen i prøverne med AFP stiger signifikant (p=0,03) når der skiftes til 
intakte låg, og en øget underafkøling forventes at finde sted. Denne sammenligning var ikke signifikant i 
forsøg 6, men i kraft af øget datagrundlag her, da data fra to forsøg ved standardopstilling er slået 
sammen, opnås der nu en signifikant forskel.  
 
En signifikant forskel (p<<0,05) gør sig også gældende i prøver med GST, men her falder overlevelsen når 
der anvendes hullede låg. I prøverne med BSA ses også et fald som følge af brug af intakte låg, dog ikke i 
en signifikant grad, hvilket skyldes ét datapunkt, som afviger meget fra resten (se evt. fryseforsøg 7 eller 
Figur 40). Uden dette punkt ville overlevelsen blandt BSA-prøven også vise et tydeligt signifikant fald 
(p<<0,05). Det skal pointeres at BSA-koncentrationen i prøverne med intakte låg er 1 mg/ml, mod 0,5 
mg/ml i prøver med hullede låg. 
 
Sammenlignes effekten der ses imellem prøverne, ved at undersøge de relative ændringer, på samme 
måde, som blev gjort i forbindelse med varmeraten, vist i Figur 43, er der signifikant forskel (p<<0,05) 
både mellem prøver med AFP og GST, og mellem prøver med AFP og BSA. Fjernes igen det afvigende 
datapunkt fra BSA puljen, er den relative effekt af at bruge intakte låg på prøver med BSA 0,865. 
Sammenlignes dette med GST’s på 0,846,er effekten næsten den samme (p=0,94, Tukey). 
 
At øge underafkølingen af prøver havde altså en signifikant positiv effekt i prøver med AFP, mens en 
modsat virkning var gældende i prøver med BSA og GST.  
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5.4.2 Gruppering af overlevelsesrater 
I flere af forsøgene blev der observeret overlevelsesrater, der faldt langt fra de resterende prøver med 
samme behandling. Denne spredning så ud til at blive forstærket i prøver med AFP, som indikerede at 
spredningen ikke skyldtes usikkerhed i forsøget, men derimod en konsistent todelt gruppering af 
overlevelsesraterne. I Figur 45 ses alle data fra forsøg, hvor der er anvendt en langsom varmerate. I Figur 
46 på næste side, er data fra forsøg ved standardvarmerate vist. 
 
 
Figur 45. Gruppering af overlevelsesrater ved langsom optøning. 
Ved den langsomme optøning fremstår den todelte gruppering tydeligt. Hvis der ses bort fra prøverne 
med GST, ser alle prøverne ud til at falde i én af to grupper hvor overlevelsesraten er enten 20-40 % eller 
60-80 %. Blanke prøver falder her alle i den lave gruppe, hvilket også er tilfældet for prøver med BSA, på 
nær en enkelt. Prøver med AFP er mere ligeligt fordelt mellem de to grupper, mens alle, på nær én prøve 
med AFP-mix, ligger i den høje gruppe. Alle prøverne med GST ligger samlet i en intermediær gruppe. 
 
I tilfældet med den langsomme optøning, giver blandingen af AFP og GST (AFP-mix) den bedste 
gennemsnitlige overlevelse. Sammenlignes prøver med GST med prøver med AFP-mix, fremstår AFPs 
effekt, da dette protein er det eneste der adskiller disse to prøver (begge indeholder GST). Heri kan det 
ses at AFP øger overlevelsen, men også giver en svag tendens til, at prøverne kan falde i en gruppering 
med lav overlevelse. Sammenlignes prøver med AFP, med prøver med AFP-mix, fremstår GSTs effekt, 
da dette protein er det eneste der adskiller disse prøver. I denne sammenligning kan det ses at GST 
kraftigt mindsker den todelte gruppering, der tydeligt ses i prøver med AFP, og at langt de fleste punkter 
falder i den høje gruppering. 
 
 Alle prøver kun med GST har i ingen tilfælde haft nogen afvigende punkter, som ellers er set i mere 
eller mindre grad i de andre opløsninger, og i prøver med AFP-mix var der kun i ét tilfælde en prøve, der 
havde en markant forskellig overlevelse end resten af prøverne. GST lader derfor til at modvirke den 
effekt, der forårsager en gruppering af overlevelsesraterne. 
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Ved standard varmerate, som er vist i Figur 46, ligner fordelingen af overlevelsen for AFP-prøverne dem 
fra den langsomme optøning, og ser derfor ikke ud til at påvirke overlevelsen. Igen ligger AFP-mix, og 
nu også GST og blanke prøver oppe i den høje gruppering. Grupperingen er klart tydeligst for prøver 
med AFP. 
 
 
Figur 46. Gruppering af overlevelsesrater ved standardvarmeraten. 
Grupperingen har i forsøgene vist sig at være karakteristiske for prøver med AFP, mens der i de andre 
proteinopløsninger kun er set enkelte afvigende overlevelsesrater. Disse høje spredninger har gjort det 
vanskeligt at opnå signifikante forskelle prøverne imellem, og forårsagede uens varianser, så mindre 
stærke statistiske redskaber måtte anvendes. I kraft af den klare gruppering i forsøg med AFP, ser de 
afvigende punkter, der er set i andre forsøg, ud til at være reelle målinger, og ikke fejlmålinger, og bør 
derfor medregnes. 
 
Baggrunden for denne spredning kan muligvis findes i nukleationen. I forsøg 6 hvor prøver med AFP 
blev frosset ned med intakte låg, er det eneste forsøg med AFP hvor der ikke blev set en gruppering af 
overlevelsesraterne for prøverne. I næste kapitel diskuteres alle resultaterne, med blandt andet mere 
uddybende bud på årsagerne til opdelingen af datapunkterne. 
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6 Diskussion 
Introduktionen af AFP fra fisk i kryopræservering har foreløbigt givet varierende resultater. 
Resultaterne fra mine forsøg viser, at også AFP fra insekter, som ellers adskiller sig fra AFP fra fisk på 
flere punkter, heller ikke giver entydige resultater. I dette afsnit diskuteres metoden og resultaterne fra 
mine forsøg, og mulige årsager til de tvetydige resultater fremlægges. 
6.1 Diskussion af metode 
En del valg skulle træffes i forbindelse med den anvendte metode, og de vigtigste af disse vil blive 
diskuteret og begrundet i dette afsnit.  
 
Fryseforsøg 
Metoden der er anvendt i fryseforsøgene bygger dels på elementer fra lignende forsøg fundet gennem 
litteraturen, dels på de metoder vi anvender i vores laboratorium og dels på egne idéer. Dette var 
nødvendigt, både for at gøre forsøgene praktisk mulige med de remedier der var til rådighed, og for at 
inddrage alle de parametre, jeg gerne ville styre i forsøgene. De optimale værdier for mange af 
parametrene er meget celle- og opløsningsspecifikke, og er derfor nogle jeg selv har måttet finde gennem 
indledende forsøg gennem trial and error. 
 
Metoden der anvendes blev ikke udviklet med henblik på at give den højeste overlevelsesrate, da dette 
ville kræve mange flere og mere omfattende forsøg. Metoden der er anvendt giver et stabilt resultat, og 
gør det muligt at variere mange af de parametre der er relevante i kryopræserveringen, hvilket også var 
hovedformålet med den. 
 
Protein renhed 
De anvendte proteinopløsninger med AFP var forurenede med en eller flere ukendte komponenter, som 
ikke var mulige at adskille fra opløsningen. Det formodes at disse komponenter blev introduceret i 
prøven under opsamling af fusionsprotein fra glutathion-sepharose kolonnen. Komponenterne kunne 
enten være glutathion, som forventes at ende i prøven ved opsamlingen, eller komponenter der har 
bundet sig til enten kolonnematerialet, eller direkte til fusionsproteinet, og på den måde er endt i 
prøven. 
 
Inden dette projekts begyndelse, var en proteinoprensningsprocedure af det anvendte AFP blevet 
udarbejdet af Postdoc Bjarne Vincents, som anvendte proteinet i andre sammenhænge. På dette 
tidspunkt mente man, at det endelige produkt var rent. Yderligere oprensning af protein indgik derfor 
ikke i min tidsplan. Da forureningen blev opdaget, kunne jeg derfor ikke sætte meget tid af til at løse 
problemet. De forsøg, der blev tid til, på at oprense yderligere, slog desværre i første omgang fejl. 
Fraktionering med Superdex gelfiltrering gav et for lille AFP-udbytte. Dette skyldes at GST og AFP 
størrelserne her faldt meget tæt og var derfor svære at separere i fraktionerne, selvom størrelserne 
teoretisk set burde ligge langt fra hinanden, da de er 26 kDa (GST) og 12,5 kDa (AFP). Dette tydede 
desuden på, at noget havde bundet sig til AFP. Hertil kommer også at GST dimeriserer og burde få 
størrelsen 52 kDa, og derfor burde være mere end fire gange større end AFP. Det forventes ikke at AFP 
fremkommer som dimer (eller tetramer), og der burde derfor være stor forskel mellem 
proteinstørrelserne, og de burde have været lette at fraktionere på baggrund af størrelserne. 
Superdexfraktionering ledte altså til flere problemer, som skulle løses inden oprensning kunne foretages. 
Derfor blev TCA fældning anvendt for at forsøge at opnå rent protein. Denne metode viste sig god til at 
fjerne GST og ukløvet fusionsprotein, men forureningen af en ukendt komponent var der stadig. 
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Da tiden ikke var til at teste yderligere oprensningsprocedurer, blev AFP anvendt i denne forurenede 
opløsning. Da disse forurenede prøver viste sig at havde en glimrende antifryseeffektivitet, og AFP 
derfor virkede fuldt funktionelt i denne opløsning, vurderede jeg at opløsningerne ville kunne anvendes 
til formålet. 
 
En anden problematik omkring forureningen var, at koncentrationen af AFP i opløsningerne ikke var 
mulig at bestemme. Vægten af opløsningerne blev bestemt via frysetørring, men da det ikke var kendt 
hvor stor en del der var AFP, kunne koncentrationen ikke bestemmes. Samme problematik gælder også 
for den GST-opløsning jeg selv producerede med samme metode, da samme forurening kan forventes 
her, medmindre forureningen binder AFP specifikt. 
 
Når effekten af forskellige proteiner skal sammenlignes, gøres dette ofte ved at anvende samme molære 
koncentrationer, frem for eksempelvis proteinmasse per volumenenhed. Dette er især vigtigt, når der er 
stor forskel på de sammenlignede proteiners størrelser, da der her vil være stor forskel på proteinernes 
overflade:masse forhold, og det netop er overfladen der er afgørende for eventuelle reaktioner. Det har 
her ikke været muligt at bruge samme molære koncentrationer, da koncentrationen af AFP ikke har 
været kendt. Der blev taget udgangspunkt i massen i stedet, da ingen andre mål var tilgængelige. AFP-
mix og AFP opløsningerne blev dog lavet ud fra samme opnåede hysterese, og derfor sandsynligvis også 
samme koncentration af AFP. De to indkøbte proteiner, GST og BSA, hvori forurening er minimal, blev 
anvendt i samme molære koncentrationer, og mellem disse var det tydeligt at se, at effekten af disse to 
proteiner, ikke afhænger af proteinoverfladen, men må tilskrives en specifik effekt, da 
overlevelsesraterne, der er tilknyttet disse to proteinopløsninger, er vidt forskellige (Figur 41, side 89). 
 
En anden vigtig pointe i forbindelse med det indkøbte GST er, at opløsninger med dette protein viste 
samme overlevelsesrate som opløsninger med den GST, jeg selv havde produceret. Dette viser at 
urenheder i forbindelse med oprensningen ikke havde nogen indflydelse på udfaldet af forsøgene – i 
hvert fald ikke de som indeholdt GST. Forureningen af prøverne viste heller ingen effekt på 
antifryseaktiviteten, da store hystereser kunne opnås. Prøver med AFP forventes derfor ikke at have 
indflydelse på resultaterne. Ulempen ved forureningen afgrænses til, at de molære koncentrationer (eller 
den absolutte mængde AFP) ikke kan bestemmes i opløsningerne, hvilket desværre gør det svært at 
diskutere disse. 
 
Hysterese målinger 
Målinger af hysteresen blev brugt til at bestemme aktiviteten af AFP i en given koncentration, opløsning 
og massefraktion af is. Det er derfor ikke ligetil at sammenligne effektiviteten med andres resultater. I 
dette projekt er det heller ikke nødvendigt. Hysteresemålingerne blev ikke foretaget for at kunne 
sammenligne opnåede frysepunktsnedsættelser. Formålet med AFP var ikke at sænke frysepunktet, men 
derimod at undersøge AFPs effekt efter isdannelse er indtruffet. Hysteresemålingerne blev foretaget af 
flere andre grunde. For det første for at sikre at der var en vis antifryseaktivitet i prøverne. Hvis denne 
var til stede, må man formode at inhiberingen af rekrystallisation, og eventuelle andre AFP-relaterede 
funktioner også ville være til stede. Målingerne bekræftede desuden at det anvendte AFP ikke 
forårsagede spikulære iskrystaller, som ses når AFP fra fisk anvendes. Dette er vigtigt at understrege, da 
hypotesen omkring fordelen ved brug af AFP fra insekter netop er at undgå denne skadelige ismorfologi. 
 
Hysteresemålingerne viste også at antifryseaktiviteten faldt betragteligt (kun ved lave koncentrationer af 
AFP vel at mærke), når aktiviteten blev målt i frysemediet i stedet for tris-buffer (Tabel 8, side 65). Dette 
fald kan skyldes komponenter i frysemediet (muligvis DMSO) der øger opløseligheden af AFP, og derfor 
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forårsager et skift i ligevægten af AFP væk fra is/vand interfasen (Figur 22 til venstre, side 36), som til 
sidst giver sig til udtryk som lavere aktivitet . 
 
Denne lavere aktivitet ser jeg dog kun som en fordel. Mindre frysepunktsnedsættelse betyder også at 
hysterese frysepunktet finder sted tættere på smeltepunktet, og der er derfor ikke en nær så stor 
termodynamisk uligevægt, der skal udlignes når frysningen sker. Væsken vil derfor være mindre 
underafkølet. Som Muldrew og McGann har vist, så stiger forekomsten af IIF, jo højere underafkølingen 
er. Da AFP ikke forekommer intracellulært, beskytter de ikke mod isformation her, og dødeligheden kan 
forventes at stige (Figur 18 side 28) [Muldrew & McGann, 1994]. Den lave antifryseaktivitet i 
fryseprøverne bidrager derfor ikke meget til denne effekt. Til gengæld forventes AFP stadig at kunne 
hindre rekrystallisation i høj grad, da en højere opløselighed vil betyde, at de vil blive jævnt fordelt 
mellem iskrystaller ved frysning. 
 
Underafkølingen forhindres også ved at anvende hullede låg i prøverne. Herved fungerer iskrystaller i 
luften som nukleatorer, når de kommer i kontakt med overfladen af prøven. Hvorvidt AFP i opløsningen 
vil kunne forhindre en sådan forceret nukleation, ved at nå at binde til iskrystallerne, inden egentlig 
nukleation starter, blev ikke undersøgt i dette projekt. AFP har vist sig in vivo at kunne forhindre 
inokulativ frysning [Olsen et al., 1998]. Dette vil sige at forhindre isdannelse når organismen var 
omgivet af is. Det er dog svært at sige, om denne inhibering kan overføres til den inokulative nukleation, 
der anvendes i forsøgsopstillingen. 
 
På trods af underafkølingens vigtighed i forbindelse med kryopræservering, er frysepunktet eller 
nukleationsteknikker meget sjældent nævnt i lignende fryseforsøg. Netop nukleationen har i dette 
projekt vist sig at have betydning, og det kan tænkes at manglen på styring af nukleationen er en af de 
faktorer, der medvirker til de varierende resultater der ses i litteraturen. 
 
Viabilitetsbestemmelse 
Der er mange måder at bestemme cellernes viabilitet på. I forbindelse med kryopræservering er de mest 
udbredte metoder cellefarvning, vurdering af omfanget af lysering eller ved at dyrke cellerne igen, og 
tælle antallet af koloniformende enheder (CFU). Sidstnævnte metode giver et tal for, hvor mange celler 
der er funktionelle efter behandlingen, og derfor et meget præcis tal for den reelle overlevelsesprocent. 
Denne metode er dog også meget ressource- og tidskrævende. De to førstnævnte metoder viser kun hvor 
mange celler, der henholdsvis ikke kan opretholde celleintegritet eller ikke er lyseret, og tager ikke 
højde for ikke-synlige, skader som kan gøre cellerne ufunktionelle. De kan derfor vise højere 
overlevelsesrater, end de der reelt set er. Dette bekræftes af mit forsøg om funktionalitetsbevarelse 
(afsnit 5.3). 
 
Viabiliteten blev i mine forsøg bestemt via farvning med trypan blå. Selvom denne metode kun viser 
hvilke celler, der har bevaret deres membranintegritet, har den en række fordele frem for at undersøge 
antallet af CFU. Metoden er hurtig og enkel at foretage. Den er ikke følsom over for en svag 
kontaminering af mediet, og giver et hurtigt svar. Ud fra den opstillede hypotese, er det der undersøges i 
forsøgene, er relateret til mekanisk stress fra rekrystallisationen, og dette mekaniske stress relateres til 
direkte celleskader, som medfører tab af celleintegritet. Derfor kan farvning med trypan blå påvise de 
mekanismer, der forventes at have afgørende betydning i disse forsøg. Det er muligt at AFP også 
beskytter cellerne på andre måder, eksempelvis ved at stabilisere membranen [Hays et al., 1996; Tablin 
et al., 1996], hvilket ikke er muligt specifikt at påvise med denne metode. 
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Farvningen kræver en subjektiv vurdering, hvilket kan give ophav til en vis fejlmargen. Alle 
viabilitetsbestemmelser har jeg selv foretaget, hvilket ensretter vurderingerne. Herudover gjorde en 
rehydreringsperiode inden farvningen det lettere at bestemme viabiliteten. Dette viser at 
membranintegriteten er forringet umiddelbart efter frysningen, men at cellen kan genoprette dette. 
Prøver med M-medie (blandt andet indeholdende serum) var dog ikke svære at bestemme viabiliteten på 
ved cellefarvningen, selvom de ikke havde stået og rehydreret. Farvninger straks efter kryopræservering 
viste her, modsat andre medier, en tydelig forskel mellem ’døde’ og ’levende’ celler. Serummet i M-
mediet lader derfor til at indeholde proteiner som hjælper med at opretholde membranintegriteten. 
 
På grund af de mange måder at bestemme viabiliteten på, er det ofte ikke muligt at lave direkte 
sammenligninger af de konkrete overlevelsesrater med andres forsøg. Overlevelsesraterne sammenlignes 
her derfor kun mellem egne forsøg. 
 
Der er mange faktorer der har indflydelse på overlevelsesraten af celler efter kryopræservering, og 
metoden der anvendes bør tage højde for alle disse faktorer. Ofte ses det dog i litteraturen at nogle af de 
vigtige faktorer ikke nævnes, som der derfor sandsynligvis ikke er indberegnet. Det er primært 
cellekoncentrationen og nukleationstemperaturen der forsømmes. Man skal derfor være varsom med de 
sammenligninger man foretager med andre forsøg, og ikke tage for givet at andres resultater kan 
overføres direkte til ens egen metode. Jeg har i min metode inddraget alle de parametre, jeg gennem 
litteraturen har fundet vigtige for overlevelsen, for at minimere antallet af fejlkilder.   
 
Medie 
Indledningsvis blev overlevelsesraten undersøgt i tre forskellige medier af forskellig kompleksitet – et 
dyrkningsmedie med serum (M), et uden (U) og det simple ringermedie (R). Indholdet af disse er 
beskrevet i Tabel 6 side 53. Idéen var at undersøge AFPs effekt i alle disse tre medier, for at se om samme 
effekt kunne opnås. R-mediet skulle her vise AFPs isolerede effekt, da de meget få komponenter heri 
ikke forventes at interagere med AFP. M-mediet skulle vise om denne effekt kunne overføres direkte til 
et mere komplekst medie, som også er det, der i det pågældende laboratorium anvendes til 
kryopræservering. I tilfælde af at samme effekt ikke blev observeret, skulle U-mediet have været 
anvendt for at påvise om serumsproteinerne var årsagen til dette. 
 
Tiden var desværre ikke til at teste alle medierne, og der blev derfor afgrænset til R-mediet. Selvom dette 
medie ikke gav en så høj overlevelsesrate som M-mediet, forventede jeg at AFPs effekt ville fremstå 
tydeligst i dette medie på grund af den lave kompleksitet. Andre studier med AFP bruger også medier 
med lav kompleksitet (såsom PBS [Koushafar et al., 1997], fysiologiske saltopløsninger [Ishiguro & 
Rubinsky, 1997] eller endda blot Milli-Q [Carpenter & Hansen, 1992; Chao et al., 1996]) kun tilsat CPA, 
sandsynligvis også for at undgå uønskede og uforudsigelige krydsreaktioner. 
 
DMSO 
I kryopræservering er DMSO den oftest anvendte CPA, og blev derfor også anvendt her. 
Koncentrationen den anvendes i varierer meget i litteraturen, og den optimale koncentration lader til at 
afhænger meget af hele forsøgsopstillingen. Derfor testede jeg cellernes overlevelsesrater ved fire 
forskellige koncentrationer af DMSO (0, 2,5, 5, og 10 % v/v). Resultatet herfra er vist i Figur 34 på side 
69. Forsøget viste at den optimale overlevelse opnås ved brug af 5 % DMSO, og at 10 % DMSO næsten 
gav samme resultat. Valget faldt på 10 % DMSO af flere grunde. 
 
Ud fra hysteresemålingerne af medierne mistænkte jeg DMSO for at øge opløseligheden af AFP, hvilket 
jeg som sagt så som en fordel. En højere koncentration var i denne forbindelse derfor at foretrække. 
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Derudover var det standardprocedure at anvende 10 % DMSO i vores laboratorium, og derfor havde jeg i 
de forsøg der lå forud for dette, taget udgangspunkt i denne koncentration. For at kunne sammenligne 
med disse, var det nødvendigt at anvende samme koncentration af DMSO. 
 
DMSO er kendt for at være toksisk ved høje koncentrationer og temperaturer, men den optimale 
koncentration har i tidligere forsøg vist sig at være alt fra 4,8 % [Mahajan & Renapurkar, 1993] til 40 % 
[Ali & Shelton, 1993] (begge w/w). Det er derfor svært at sige, hvorvidt DMSO i mine forsøg er toksisk 
og er årsag til en stor del af dødeligheden. Dette tyder dog ikke på at være tilfældet, vurderet ud fra min 
undersøgelse af funktionalitetsbevarelsen (afsnit 5.3). I dette forsøg blev cellerne blandt andet opbevaret 
i R-medie (som indeholder 10 % DMSO) og i dyrkningsmedie (uden DMSO) i 2½ time inden de blev 
dyrket. Ud fra dette så cellernes funktionalitet ikke ud til at være blevet forringet af eksponeringen for 
DMSO. 
 
Forsøget viste dog at en stor del af cellerne ikke var i stand til at hæfte til underlaget, på trods af høje 
overlevelsesrater bestemt ud fra cellefarvningen. Idet dette blev set i alle prøverne, kunne det hverken 
være forårsaget af kryopræserveringen eller af DMSO. Fælles for alle prøverne var at cellerne var blevet, 
trypsineret på samme måde. Årsagen til den lave funktionalitet ved gendyrkningen, kan derfor tænkes at 
bunde i trypsineringsprocessen, som forårsager at cellerne mister deres evne til at hæfte på 
dyrkningsflasker, og derved fungere i samspil med de andre celler, dog uden at de har mistet deres 
membranintegritet. 
 
Køle-varmerater 
Både køleraten og varmeraten er i projektet opgivet som konstante. Strengt taget er dette ikke sandt, da 
temperaturændringerne afhænger af temperaturgradienten mellem prøven og omgivelserne. Denne 
gradient blev ikke styret, hvilket betyder at de angivne rater bygger på gennemsnit over en periode, og 
at den aktuelle temperaturændring er højere end angivet i starten af denne periode, og mindre i 
slutningen. 
 
Idet der anvendes små voluminer, følger temperaturen i prøven relativt hurtigt omgivelserne, og 
fejlkilden minimeres. Optøningen sker dog over et stort temperaturspænd (de angivne rater er baseret på 
ændringen fra -196 °C til -3 °C), og de aktuelle temperaturændringer nær -196 °C og -3 °C vil derfor 
afvige relativt meget, fra den angivne gennemsnitsrate. 
 
Præcis hvad de enkelte rater var, har ikke været vigtigt i dette projekt, men mere at de ikke ændrede sig 
mellem forsøgene, da det kunne have store konsekvenser for resultatet. Køleraten var kun vigtig på det 
punkt at en acceptabel overlevelsesrate blev opnået, så der var baggrund for at se hvilke andre faktorer 
der kunne influerer på overlevelsesraten. Her var det en fordel at anvende nyreceller, da deres høje 
indhold af aquaporiner i teorien vil betyde at cellerne bedre kan osmoregulere, og derfor har gode 
overlevelsesrater i et større kølerateinterval. 
 
I et af mine forsøg undersøgte jeg overlevelsesraten ved en høj kølerate. Ved denne høje kølerate 
overlevede kun få procent af cellerne. Den oplagte forklaring på dette er, at forekomsten af IIF vil være 
særligt udbredt her. Dette ser dog ikke ud til at være tilfældet, da de døde celler ikke var lyseret, som 
ellers ville være konsekvensen. En anden skadelig mekanisme ser derfor ud til at gøre sig gældende ved 
høje kølerater uden at IIF indtræffer, som [Curry et al., 1994] også er inde på, uden dog at kunne påvise 
hvilke mekanismer dette er. Det kan dog ikke udelukkes at IIF er fundet sted, og har ødelagt vitale dele 
af cellen, uden at have forårsaget lysering. 
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Den præcise varmerate var heller ikke vigtig. Her var det blot vigtigt at kunne ændre den, så forskellige 
scenarier, med forskellige grader af rekrystallisation i prøverne, kunne sikres. Dette testede jeg i et 
indledende forsøg (se evt. Figur 36), hvor en øget dødelighed blev observeret ved 2 °C/min i forhold til 
17 °C/min, som jeg konkluderede måtte skyldes rekrystallisation. Her fremgik det også at der var 
minimal forskel på overlevelsesraten ved varmeraterne 17 °C/min og 100 °C/min, hvilket tyder på 
rekrystallisationen, der når at finde sted ved varmerater over 17 °C/min, er ubetydelig.  
Diskussion 
 
101 
 
6.2 Diskussion af resultater 
Fryseforsøgene gav flere interessante resultater, som her diskuteres. Dette er den gruppering af 
resultaterne der i særlig grad ses i prøver med AFP, de forskellige proteiners effekt på overlevelsesraten, 
betydningen af nukleationstemperaturen, varmeraten og proteinkoncentrationen.  
 
Gruppering af data og nukleation 
Et påfaldende resultat af forsøgene er den todelte gruppering af overlevelsesraterne (på henholdsvis 20-
40 % i den lave gruppering og 60-80 % i den høje), som i særlig grad gør sig gældende i prøver med ren 
AFP.  Grupperingerne er fremhævet i Figur 45 og Figur 46. Årsagerne til denne gruppering kendes ikke, 
men hvilke faktorer der tilsyneladende spiller ind diskuteres her. 
 
Idet grupperingen er meget tydelig, kan det formodes at det er en ’enten-eller’ mekanisme der ligger bag. 
Dette skal forstås på den måde, at den enten finder sted i den enkelte prøve, som derved falder ind i den 
ene gruppe, eller også finder den ikke sted, og overlevelsesraten falder ind i den anden gruppe. Hvis 
mekanismen, der afgør grupperingen, kunne finde sted i forskellige grader, ville en skarp opdeling 
sandsynligvis ikke kunne observeres. 
 
Grupperingen blev observeret med flere af proteinopløsningerne. Ofte var det her blot et enkelt punkt 
der skilte sig ud, og ville under normale omstændigheder let kunne tolkes som en fejlprøve og blive 
frasorteret. Prøver med ren AFP viste udpræget gruppering, hvilket indikerer at der ikke var tale om 
fejlprøver, men blot mindre ligelig fordeling af prøverne i de to grupper. Som sagt fremstår grupperingen 
tydeligst i prøver med ren AFP, mens den slet ikke fremkommer i prøver med GST. I prøver med AFP-
mix, som både indeholder GST og AFP, er overlevelsesraterne ikke grupperet (alle i gruppen med høj 
overlevelse), hvilket viser at GST modvirker den gruppering AFP forårsager.  
 
Ud fra dette kan årsagen til opdelingen i høje og lave overlevelsesrater bunde i nukleationstemperaturen. 
Nukleation finder som bekendt sted stokastisk, men er dog forsøgt forceret i forsøgene, for at eliminere 
denne tilfældighed. Det kan tænkes at AFPs tilstedeværelse i prøven i visse tilfælde, kan forhindre den 
forcerede nukleation, som finder sted via kontakt mellem prøven og iskrystaller i luften. De tilfælde 
hvor forceret nukleation forhindres, sænkes temperaturen før prøven fryser, og derved også ændrer hele 
frysemekanismen, samt øger risikoen for IIF i cellerne. Det kan derfor tænkes, at overlevelsen i disse 
prøver er lavere, end hvis en forceret nukleation havde fundet sted. Hvis AFP kun i halvdelen af 
tilfældene forhindrer den forcerede nukleation, kan dette forklare den fremkomne gruppering i prøver 
med AFP. At grupperingen forsvinder, når både AFP og GST er i prøven, kan i denne sammenhæng 
forklares med, at GST enten forårsager, at alle prøverne enten undgår den forcerede nukleation og 
underafkøles, eller at GST medvirker til at forcere nukleationen ved måske at virke som nukleator i sig 
selv. 
 
At nukleationstemperaturen har betydning for grupperingen, blev yderligere forstærket af forsøget hvor 
AFP-prøver blev anvendt med henholdsvis hullede låg (forceret nukleation) og intakte låg. Det omtalte 
fryseforsøg er forsøg nummer 6. Dette forsøg viste at ved brug af intakte låg, lå overlevelsesraten for alle 
prøver i den høje overlevelsesgruppe, mens grupperingen var tydelig i prøver med hullede låg, fra 
samme forsøg. I de prøver hvor intakt låg anvendes, forventes det at prøven underafkøles, da ingen 
iskrystaller fra omgivelserne kan forcere en nukleation. Resultatet viser altså mod forventning, at en 
underafkøling inden frysning indtræffer, er fordelagtigt for cellerne, og øger overlevelsesraten 
signifikant. Ved brug af intakte låg forsvinder muligheden for at styre nukleationen, og kan derfor 
forventes at ske mere tilfældig, og deraf give større spredning i resultaterne, men også på dette område 
viste forsøget altså det stik modsatte. 
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Selvom grupperingen nu synes at være forklaret gennem nukleationen, viser prøverne med 
kontrolproteinerne ikke samme tendens ved underafkøling (se evt. Figur 44 side 92). I forsøg hvor 
intakte låg blev anvendt på prøver med GST og BSA, havde underafkølingen ikke en positiv effekt på 
overlevelsen, og i GSTs tilfælde var overlevelsen endda blevet signifikant forringet. 
 
De mekanismer der ligger bag grupperingen har tilsyneladende rod i, hvorvidt underafkøling finder sted. 
Samme mekanismer gør sig dog ikke gældende i proteinopløsningerne med kontrolproteiner, og lader til 
at være specifikt for AFP. 
 
I andres forsøg, hvor AFP er blevet brugt i forbindelse med kryopræservering, er der ikke blevet 
rapporteret om hverken grupperinger af data, eller nær så store spredninger som er tilfældet i mine 
forsøg. Kryopræserveringsforsøg har tidligere vist sig at være meget følsomme over for 
forsøgsopstillingen, hvilket muligvis kan forklare de anderledes observationer. En anden, og mere 
plausibel årsag, kan være, at jeg anvender en hel anden type AFP (fra insekt) end de hidtil anvendte (fra 
fisk), og at dette har forårsaget de anderledes observationer. 
 
Proteineffekt 
I dette afsnit diskuteres de resultater der er præsenteret i Figur 41 side 89 om effekten af de anvendte 
proteiner ved standardproceduren. Resultaterne viser tydeligt, at tilsætning af protein både kan have en 
positiv og en negativ effekt på cellernes overlevelsesmuligheder, alt efter hvilket protein der anvendes. 
På grund af diversiteten af effekten mellem proteinerne, diskuteres de her enkeltvis. 
 
BSA. BSA anvendes ofte som kontrolprotein, da det er stabilt, let at skaffe i store mængder og ikke 
influerer på biokemiske reaktioner. I kraft af sin passive opførsel, kunne BSA her anvendes til at 
undersøge om protein i sig selv, vil have nogen effekt på cellernes overlevelsesmuligheder. 
 
Prøverne med BSA viste en tendens til at have en lavere overlevelsesrate, dog langt fra signifikant, end 
kontrolprøverne uden protein. Dette viser at den blotte tilstedeværelse af protein ikke spiller ind på 
cellernes overlevelsesmuligheder, og at de resultater der fremkom med GST og AFP i helhed kan 
tilskrives deres specifikke effekt, og ikke deres tilstedeværelse. 
 
GST. Prøverne med GST viste klart den bedste effekt på overlevelsesraten. Spredningen på disse prøver 
var relativt lav, og viser stor ensartethed prøverne imellem. For at forklare dette positive resultat, 
beskrives her kort hvad GSTs oprindelige funktion er. 
 
GST katalyserer konjugationen mellem svovlen i reduceret glutathion (GSH) og reaktive elektrofile 
komponenter, ofte på større molekyler. Reaktionen kan enten medføre, at den reaktive komponent 
overføres fra molekylet til glutathion, eller at glutathion overføres til hele molekylet. Begge tilfælde 
betyder en mindsket reaktivitet af den elektrofile komponent [Townsend & Tew, 2003; 
DrugMetabolism, Internet].  
 
Det kan altså forventes, at GST/GSH-sammenspillet mindsker de uhensigtsmæssige reaktioner, der finder 
sted mellem reaktive komponenter (herunder reaktive oxygener) og vitale dele af cellen. Som beskrevet 
tidligere er ophobning af reaktive komponenter associeret med lavere overlevelsesrater [Rauen & de 
Groot, 1998], og denne ophobning kan skyldes mangel på reduktionsmidler [Brinkkoetter et al., 2008]. 
GST og GSH fungerer som reduktionsmiddel, og dette er sandsynligvis årsagen til at der observeres 
højere overlevelsesrater i prøver med GST. GSH er til stede i alle prøverne, da dette stof blev anvendt til 
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at eluere GST (og fusionsprotein i AFP-mix opløsningen). Den kommercielle GST-opløsning indeholder 
også GSH. 
 
Selvom denne forklaring på GSTs positive effekt virker plausibel, er der visse faktorer der taler imod 
dette. For det første er GST i forsøget ekstracellulært, og kan derfor kun medvirke til at reducere 
komponenter her. Små reaktive oxygener passerer dog let membranen, men det gør større reaktive 
komponenter ikke, og disse vil derfor ikke kunne reduceres.  
 
For det andet finder ophobningen af ROS sted ved hypotermisk præservering [Rauen & de Groot, 1998], 
hvilket cellerne kun befinder sig i kortvarigt under nedkølingen, og ophobningen begrænses derfor. 
 
For det tredje befinder prøverne sig det meste af tiden under frysepunktet. Dette giver nedsat eller ingen 
molekylebevægelse, hvilket nedsætter eller eliminerer enzymatiske reaktioner, herunder GSTs. 
Enzymers effektivitet er også i sig selv meget temperaturafhængige, og de kan nemt forventes slet ikke at 
fungere ved lave temperaturer. GSTs funktion skulle derfor primært gøre sig gældende under 
rehydreringen. Celler i R-medie, som ikke havde været kryopræserveret, tog ikke skade af at stå i 2½ 
time ved stuetemperatur. GSTs beskyttende funktion må derfor relateres til skadelige mekanismer 
forårsaget af kryopræserveringen. Ovenstående hypotese om GSTs mekanisme holder derfor kun, hvis 
disse mekanismer er relateret til en nedsat evne hos celler til at modstå reaktive komponenter. 
 
I samtlige forsøg så alle de døde celler ud til at have samme størrelse som de levende, da viabiliteten blev 
bestemt. Dette indikerer at dødsårsagen er relateret til nekrose frem for apoptose, hvor cellerne 
kondenserer. Nekrose forårsages af en akut cellulær dysfunktion forårsaget af eksterne faktorer, og det 
tyder altså på at skadesmekanismerne ikke bunder i reaktive komponenter, da dette i så fald ville 
inducere apoptose. 
 
Der er faktorer der både taler for og imod, at GSTs beskyttende funktion i kryopræserveringen er 
forbundet med dens egenskab som reduktionsmiddel sammen med GSH. Da GST ikke kan forbindes med 
andre beskyttende funktioner, og da reaktive komponenter netop er forbundet med kulderelaterede 
skader på celler, ser jeg stadig dette for den mest oplagte og plausible forklaring på de gode resultater i 
prøver med GST. 
 
Ren AFP. Prøverne med AFP gav den laveste gennemsnitlige overlevelsesrate ved standardproceduren, 
og har også langt højere spredning, end de der forekommer med de andre proteinopløsninger. Denne 
spredning skyldes den ligelige opdeling af overlevelsesraterne, som primært forekommer i disse prøver. 
Ses der isoleret på hver af de to grupper, er spredningen ikke højere end de observeret med andre 
proteinopløsninger (se evt. Figur 40 side 88).  
 
Gruppen med høj overlevelse ligger næsten på niveau med prøver med GST, og langt over prøver uden 
protein tilsat, hvilket viser at AFP i disse tilfælde har en gavnlig effekt. Gruppen med lav overlevelse 
ligger til gengæld meget lavere end gennemsnittet af prøverne fra nogen af de andre proteinopløsninger. 
AFP kan derfor også have en direkte negativ effekt på overlevelsesraten. 
 
I litteraturen findes der mange eksempler sådanne negative effekter, men der er her anvendt AFP fra 
fisk, og skadesmekanismen er koblet til celleskader forårsaget af spikulære iskrystaller [Davies & Hew, 
1990; Ishiguro & Rubinsky, 1997]. Dette kan ikke være tilfældet i mine forsøg, da sådanne krystaller ikke 
forekommer ved brug af AFP fra insekter. En mere general fare for cellerne, ved brug af AFP til 
kryopræservering, postuleres af Best [Best, Internet2]. Han skriver at brugen af ice blockers (herunder 
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AFP) kan forårsage isdannelse der er mere skadelig, fordi frysepunktet sænkes og risikoen for IIF øges. 
Dette vil jeg, ud fra teorien, give ham ret i, men mine resultater viser dog det stik modsatte. Som omtalt i 
afsnittet om gruppering af data og nukleation, viser mine forsøg, at man ved at bruge intakte låg opnår 
bedre og mere sikre resultater med AFP. I disse prøver med intakte låg forventes frysepunktet at være 
lavere, da nukleation ikke forceres, hvilket ifølge teorien skulle give ringere overlevelsesmuligheder. 
 
Den bedste forklaring på hvorfor AFP i visse tilfælde (sandsynligvis ved forceret nukleation) giver ringe 
overlevelsesrater er, at proteinerne, som er kendte for at kunne omstrukturere isdannelse, medfører en 
anderledes morfologi af isen, der er skadelig for cellerne. De højere overlevelsesrater ved underafkøling 
tyder på at samme mekanisme ikke finder sted i hurtigt-voksende is.  
 
AFP-mix. Hvad der end har været AFPs skadelige mekanisme, bliver den ophævet af GST. Prøver med 
AFP-mix, og altså både AFP og GST, har lige så høj overlevelsesrate som prøver kun med GST. 
Spredningen er højere i AFP-mix end den er i GST, hvilket kan indikere at AFPs effekt stadig gør sig 
gældende i en lille grad, men ser ellers ud til at være helt overskygget, idet selve grupperingen af 
overlevelsesraterne ikke forekommer. 
 
Dette betyder, ud fra mine hypoteser om årsagerne til grupperingen i prøver med AFP, at GST enten 
forhindrer en tidlig nukleation, eller modvirker AFPs evne til at omstrukturere isen, da disse to faktorer 
formentlig kan kobles til AFPs negative effekt. 
 
Forsøgene med de forskellige proteinopløsninger viser umiddelbart, at GST med større fordel vil kunne 
anvendes til kryopræservering end AFP. Ud fra GSTs kendte funktioner, er den positive effekt 
sandsynligvis koblet til en reducering af skadelig reaktive elektrofile komponenter. Dette er dog kun en 
af farerne under kryopræserveringen, og GSTs har heller ikke samme positive effekt som AFP, når 
rekrystallisation øges ved langsom optøning. 
 
Langsom optøning 
Da det på forhånd var forventet, at AFPs effekt var at se i forbindelse med rekrystallisation, fokuserede 
flere forsøg på at fremhæve dette. Rekrystallisation forekommer primært ved temperaturer umiddelbart 
under smeltepunktet, og graden af rekrystallisation kunne derfor indirekte styres ved at ændre 
varmeraten. Ved en lavere varmerate øges ikke kun rekrystallisationen, men også tiden hvori celler 
udsættes for høje koncentrationer af solutter samt andre generelle hypotermiske skader (beskrevet i 
kapitlet ’Teoretisk introduktion’), som man også skal have in mente. Det er dog kun rekrystallisationen 
proteinerne, som anvendes her, forventes at kunne påvirke forskelligt, og forskelle i resultaterne 
tilskrives derfor proteinernes effekt på netop rekrystallisationen. Resultaterne der her diskuteres, er de 
der fremgår i Figur 42 og Figur 43 (side 90 ), samt Tabel 11 side 91. 
 
Gennemsnittet af overlevelsesraterne i alle de anvendte proteinopløsninger var lavere, når prøverne blev 
tøet op med 2 °C/min end med 17 °C/min, hvilket også var at forvente ud fra teorien. Der er stor forskel 
på, hvor meget cellerne tager skade af den lave varmerate, alt efter hvilken proteinopløsning der blev 
anvendt. 
 
Overlevelsesraten faldt signifikant i prøver med BSA, GST og uden protein (alle de opløsninger, som 
ikke indeholdte AFP) når varmeraten blev sænket. AFP-mix og AFP-opløsningerne viste kun beskedne 
fald som konsekvens af den lave varmerate. Idet rekrystallisation forventes at være hovedaktøren her, 
bekræfter disse resultater altså hypotesen om, at AFP kan mindske celledød i kryopræservering ved at 
modvirke rekrystallisationen. 
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Sammenligningerne af varmeratens effekt, illustreret i Figur 43, viser med lidt god vilje, at den relative 
effekt af varmeraten inddeler opløsningerne i tre grupper. I den ene gruppe ses prøverne uden protein, 
vis overlevelse er den langt mest forringede. I gruppe nummer to befinder proteinerne, som ikke 
forventes at have en effekt på rekrystallisationen, sig (BSA og GST), hvilket tyder på at proteiner per se 
kan modvirke de skader, der følger langsom optøning. I den tredje gruppe, som viser det bedste resultat, 
er proteinopløsningerne som forventes at modvirke rekrystallisation (AFP og AFP-mix). 
 
Ud fra hvad jeg har set i litteraturen, er der i ingen af de forsøg, der foreligger omkring AFP og dets evne 
til at modvirke rekrystallisation, anvendt kontrolproteiner [Knight et al., 1984; Tomczak et al., 2003; 
Czechura et al., 2008; Budke et al., 2009]. Kontrol-opløsningerne har været proteinløse, og 
undersøgelserne viser derfor ikke, hvor stor en del af effekten der skyldes proteinet alene, og hvor stor 
en del, der kan tilskrives AFPs specifikke evne til at inhibere rekrystallisation. Dette får AFP til at 
fremstå mere effektivt end det er, og måske er det netop derfor, der ikke anvendes kontrolproteiner. 
 
AFPs evne til at beskytte mod rekrystallisation gør sig kun gældende ved lave varmerater, og er derfor 
overflødige, hvis man tør cellerne hurtigt op. Høje varmerater kan dog medføre uønsket ekspression af 
heat-shock proteiner eller en pludselig aktivering af alle de metaboliske processer, som kan få alvorlige 
følger for cellen [Berger et al., 2007]. Disse følger vil kun give udslag på længere sigt, og giver ikke udslag 
i viabilitetsbestemmelsen med trypan blå, og er derfor ikke undersøgt i dette projekt.  
 
Selvom mine forsøg viser positive resultater for prøverne med AFP, mangler den statistiske signifikans. 
Når effekten af den lave varmerate sammenlignes mellem proteinerne, er prøverne med AFP og AFP-
mix kun signifikant bedre end prøven uden protein. Årsagen til manglende signifikans er primært den 
store spredning i overlevelsesraterne, der forekommer i prøver med AFP. Dette har været et problem i 
alle de statistiske analyser, og har derfor generelt gjort det svært at påvise signifikante forskelle i 
projektet. 
 
Proteinkoncentration 
I langt de fleste forsøg hvor AFP er brugt i kryopræservering, er der rapporteret om en 
koncentrationsafhængig effekt. Lave koncentrationer på under 150 µg/ml har vist at have positiv effekt, 
mens højere koncentrationer er direkte skadelige [Davies & Hew, 1990; Carpenter & Hansen, 1992; 
Pegg, 1992; Chao et al., 1996; Koushafar et al., 1997; Pham et al., 1999]. Forsøgene er dog lavet med AFP 
fra fisk, hvor høje koncentrationer giver spikulær isvækst, som menes at være årsagen til den øgede 
dødelighed. Samme skadelige isvækst ses ikke i forbindelse med det AFP jeg bruger, og sandsynligvis 
derfor kan jeg ikke påvise samme skadelige effekt (se evt. fryseforsøg 9). 
 
Forsøget med varieret AFP koncentration gav et uventet resultat. Her blev brugt en koncentration af 
AFP på henholdsvis det dobbelte og det halve af standardkoncentrationen (0,5 mg/ml) der blev anvendt i 
de andre fryseforsøg. Både den høje og den lave koncentration gav bedre resultat end opnået med 0,5 
mg/ml. 
 
I prøverne med 0,25 mg/ml faldt næsten alle overlevelsesraterne ind i den høje gruppering, og gav derfor 
en bedre gennemsnitsoverlevelse og en lavere spredning end set med 0,5 mg/ml. Som diskuteret 
tidligere, kan grupperingen skyldes at AFP i nogle tilfælde formår at forhindre inokulativ nukleation 
(den høje gruppering), men ikke i andre (den lave gruppering). En lavere koncentration af AFP vil 
umiddelbart også medføre en forringet mulighed for at forhindre inokulativ nukleation. Dette kan være 
årsagen til, at de fleste prøver, der indeholdte en lav AFP koncentration, faldt ind i den høje gruppering. 
Idet det i bund og grund er en tilfældighed, der styrer, hvilken gruppe prøverne falder ind i (da de alle jo 
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er behandlet ens), kan det også tænkes, at det er en tilfældighed at der i disse prøver ikke forekom 
samme opdeling som prøverne med 0,5 mg/ml. 
 
I prøverne med 1 mg/ml var der en ligelig fordeling af prøver i de to grupper. I dette tilfælde var 
grupperingerne tættere på hinanden, og begge en del højere end i prøver med 0,5 mg/ml, og overlevelsen 
er derfor også her væsentligt forøget. Den oplagte forklaring på dette vil være, at de positive egenskaber 
AFP har vist sig at have i kryopræservering (afsnit 2.5.4 side 38), er koncentrationsafhængige i dette 
interval. Den negative effekt ved de høje koncentrationer af AFP udebliver altså i disse forsøg med 
insekt AFP, men da proteinopløsningerne ikke er rene, er det svært at angive den præcise koncentration 
jeg har anvendt, og derfor også svært at argumentere for at det skyldes den anderledes isstruktur, der 
dannes med dette insekt AFP. 
 
Ved at bruge AFP fra insekter i stedet for fisk i kryopræserveringen, kan man tilsyneladende komme 
uden om det forestående problem med skadelig spikulær isvækst. Desværre opstår et nyt problem – AFPs 
effekt lader til både at kunne være negativ og positiv, og at udfaldet herimellem er mere eller mindre 
tilfældigt. GST har i disse forsøg vist bedre og mere pålidelige resultater. Udover at have en positiv effekt 
i sig selv, viste GST sig også at kunne forhindre AFPs negative effekt. GST modvirker dog ikke 
rekrystallisation, hvor AFP som forventet viste bedre resultater. En kombination af AFP og GST, virker 
ud fra de foreliggende resultater, derfor som det bedste bud på en måde at forbedre resultaterne ved 
kryopræservering.  
 
Der er dog lang vej til at implementere AFP i kryopræserveringen. Hvis AFP eksempelvis skal anvendes i 
forbindelse med præservering af celler til medicinsk behandling, er det vigtigt også at undersøge om 
proteinerne yderligere, og sikre at de ikke influerer på cellernes funktion. Udover sin effekt på 
isstrukturen, er det også vist at AFP interagere med cellemembranen, både på en, med hensyn til 
kryopræservering, positiv måde [Rubinsky et al., 1990; Hays et al., 1996; Tablin et al., 1996] og en 
negativ måde [Hincha et al., 1993]. Om disse interaktioner på nogen måde påvirker cellernes funktion 
efter kryopræserveringen er endnu ikke undersøgt. Interaktionen mellem celler og AFP ser også ud til at 
være cellespecifik, idet AFP har vist sig at være toksisk overfor sædceller (i nogle koncentrationer), og 
nedsætter deres motilitet [Payne et al., 1994; Younis et al., 1998]. Hvis AFP skal anvendes i medicinsk 
øjemed, er der derfor muligt at det nødvendigvis skal begrænses til visse celletyper. 
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7 Konklusion 
Om AFP fra insekter med fordel kan bruges i kryomedier, frem for AFP fra fisk, gav resultaterne ikke 
noget entydigt svar på. 
 
Forsøgene viste, at tilstedeværelse af AFP i nogle prøver var en fordel, men i andre en ulempe, selvom 
prøverne var behandlet ens. Opfølgende forsøg viste, at denne tilfældige fordeling sandsynligvis kan 
relateres til nukleationstemperaturen. Forsøgsopstillinger, hvor prøverne blev forsøgt underafkølet 
inden frysning, gav signifikant bedre resultater, end i opstillinger hvor nukleation i prøverne blev 
forceret. Dette er påfaldende, da underafkøling generelt betragtes som en ulempe ved kryopræservering, 
på grund af øget risiko for IIF. Prøver med kontrolproteiner viste, modsat prøver med AFP, at 
underafkølingen sænkede cellernes overlevelsesmuligheder. Cellernes overlevelsesmuligheder afhænger 
af morfologien af is, som igen afhænger af blandt andet underafkøling, og det kan derfor tænkes at 
forklaringen på ovenstående ikke er relateret til IIF, men derimod skal findes i AFPs evne til at ændre på 
isstrukturen under frysning. 
 
Man har længe ment, at AFPs evne til at inhibere rekrystallisation, var årsagen til de gode resultater i 
kryopræservering. Dette bekræfter mine forsøg også. Når prøverne blev tøet langsomt op, og 
rekrystallisation øges, viste prøver med AFP kun en svag øget dødelighed, og resultatet var signifikant 
bedre end prøver uden protein tilsat, hvor overlevelsen blev mere end halveret. Prøver med 
kontrolproteiner faldt ind i en gruppe midt imellem, og viser at proteiner i sig selv også har en 
beskyttende effekt mod rekrystallisation. 
 
Forsøg har vist at høje koncentrationer (over 150 µg/ml) af AFP fra fisk, havde en direkte skadelig effekt 
ved kryopræserveringen, idet de forårsagede spikulær isvækst. Denne ismorfologi ses ikke i opløsninger 
med AFP fra insekter, og mine resultater viste også kun en øget overlevelse, da koncentrationen blev 
hævet fra 0,5 til 1 mg/ml. Dette tal er dog ikke korrigeret for de urenheder der er i prøven, da graden af 
disse ikke er kendte. Dette er et vigtigt fund, da højere koncentrationer af AFP bedre vil kunne 
forhindre rekrystallisation. Dette har dog ikke været muligt at udnytte med AFP fra fisk, på grund af den 
medfølgende spikulære isvækst ved høje koncentrationer, men resultaterne med AFP fra insekter viser 
her, at man med disse, vil komme uden om dette problem. 
 
Hvis det bliver muligt at kunne forstå baggrunden for, hvorfor det tilsyneladende er tilfældigt, om AFP 
har en positiv eller negativ effekt, og derefter også at kunne kontrollere dette, vil AFP fra insekter med 
fordel kunne tilsættes medier til kryopræservering af celleopløsninger. De beskytter cellerne mod 
rekrystallisation, som også AFP fra fisk har vist sig at gøre, men kan altså også bruges i høje 
koncentrationer, uden fare for skadelig ismorfologi i form af penetrerende spikler. 
 
I dette projekt blev GST brugt som kontrolprotein. Dette protein viste dog også spændende resultater i 
forbindelse med kryopræservering. I mange af forsøgsopstillingerne havde prøver med GST den højeste 
overlevelsesrate – signifikant bedre end prøver med kontrolproteinet BSA og prøver helt uden protein. 
Den positive effekt er sandsynligvis koblet til GSTs evne til, sammen med GSH, at kunne neutralisere 
reaktive komponenter. Dette er vigtigt, både fordi cellens forsvar mod reaktive komponenter nedsættes 
ved lave temperaturer, og fordi der ved disse temperaturer, finder en øget produktion af reaktive 
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komponenter sted. Problematikken omkring reaktive komponenter er ud fra mine forsøg et vigtigt 
emne. Disse omtales dog sjældent i litteraturen, og synes derfor undervurderet. 
 
GST kunne ikke reducere skaderne fra rekrystallisation mere end BSA, og har altså her ikke nogen 
specifik fordel. I prøver med både AFP og GST, var der ikke samme opdeling af resultaterne, som set i 
prøver kun med AFP, og overlevelserne indtræf kun i den høje gruppering. GST ser derfor ud til at 
modvirke den mekanisme der ligger bag denne opdeling. Både AFP og GST viser altså gode resultater på 
forskellige måder.  
 
Eksperimenterne viser, at man med fordel kan inddrage proteiner i medier til kryopræservering. Mange 
forskellige skadelige processer finder sted under både frysning og optøning, og der findes derfor sikkert 
også mange proteiner, der kan forhindre mange af disse. Fokus har indtil videre været på AFP, men 
foreliggende forsøg viser altså, at også GST med fordel kan anvendes, og at kombination af flere 
proteiner også er en oplagt mulighed. Meget skal dog endnu undersøges, før AFP kan inddrages i 
kryopræserveringen af celler til medicinsk anvendelse, men de indledende forsøg viser, at det har 
potentialet til det. 
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8 Perspektivering 
Selvom det endnu ikke er almindelig praksis, viser mange resultater, at AFP med fordel kan anvendes, 
når celler skal kryopræserveres. De medier der anvendes nu, giver dog i de fleste tilfælde tilstrækkeligt 
gode resultater til formålet, da det sjældent er nødvendigt at opnå overlevelsesrater på 100 %. De celler, 
der opbevares, er ofte celler, der enten kan opformeres igen efter præserveringen, eller celler man har i 
rigelige antal. Derudover ligger AFPs positive mekanisme hovedsageligt i at mindske rekrystallisation. 
Denne proces finder sted ved temperaturer lige under frysepunktet, og kan derfor undgås ved at tø 
celleopløsningerne hurtigt op. 
 
AFPs fordele begrænses derfor til scenarier, hvor antallet af overlevende celler spiller en væsentlig rolle, 
hvor en forøgelse af overlevelsesraten på få procentpoint er vigtig, samt scenarier hvor en langsom 
optøning er nødvendig. 
 
Et af de store problemer i den medicinske behandling med kryopræserverede celler, er at cellerne har 
været udsat for toksiske kryoprotektanter. I denne forbindelse kunne det være relevant at undersøge, om 
man ved at tilsætte AFP kan opnå acceptable overlevelsesrater med lavere koncentration af 
kryoprotektant, og derved beskytte cellerne fra de toksiske bivirkninger herfra. 
 
AFPs anvendelighed i kryopræservering er langt fra fuldt udforsket. Mange forsøg har vist gode 
resultater i forbindelse med at kombinere AFP med glasdannelse, hvor proteinerne har vist sig 
anvendelige, ikke bare til at forhindre rekrystallisationen, men også devitrificeringen, hvilket er et lige 
så vigtigt element. Glasdannelse er også en nødvendighed, når mere komplekst materiale, såsom organer, 
skal kryopræserveres.  
 
Det er lykkedes at kryopræservere en kaninnyre via glasdannelse, og der er meget forskning i at forbedre 
teknikkerne i denne forbindelse. Det er ikke muligt at tø større voluminer op hurtigt, så organoptøning 
må finde sted relativt langsomt, med mere rekrystallisation og devitrificering som konsekvens. Ud fra 
resultaterne, der viser AFPs gode evne til at modvirke rekrystallisation, må man forvente at AFP i disse 
medier, vil kunne blive en vigtig bestanddel. 
 
Der ser altså ud til at være gode fremtidige anvendelsesmuligheder for AFP inde for kryopræserveringen. 
Mine forsøg med AFP fra insekter viste at det største hidtidige problem i forbindelse med 
kryopræserveringen – den spikulære isdannelse – kunne undgås ved at bruge en anden type AFP. 
Desværre viste dette AFP at give både gode og dårlige resultater, men undersøges mekanismerne bag 
dette, og bliver det muligt at kontrollere, kan AFP blive et vigtigt redskab i kryopræserveringen. 
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10 Appendiks 
Appendiks 1: Procedurer. Side 127. 
Appendiks 2: Fryseforsøg og Databehandling. Side 133. 
Appendiks 3: Materialer og Opløsninger. Side 138. 
Appendiks 4: Aminosyresekvens på RmAFP#1. Side140. 
10.1 Appendiks 1 – Procedurer 
Her følger detaljerede beskrivelser af procedurerne, der kort er beskrevet i metodeafsnittet. 
 
Produktion af protein 
En prøve med E. coli BL21/pGEX-2T-RmAFP#1 fra opbevaringen ved -80 °C, blev renstrøget på en LB 
plade med 100 µg amp/ml, og inkuberet i varmeskab 37 °C natten over. En koloni blev herefter 
inokuleret i to gange 10 ml LB med 100 µg amp/ml, og sat i 37 °C under omrystning natten over. 
 
1800 ml TB medie, 198 ml kaliumphosphat-buffer og 2 ml ampicillin (100 mg/ml) blev blandet og 250 
ml medie fordelt ud på otte 1 liters baflede kolber. Der blev tilsat 2 ml af overnatskulturen til hver kolbe 
med 250 ml medie. Bakterierne blev inkuberet i rysteinkubator v. 37 °C og 100 rpm natten over. De 
baflede kolber sørgede sammen med rystningen for god iltning at mediet, og gav optimale 
vækstbetingelser. 
 
Dagen efter var bakterierne nået den stationære fase, og metabolismen var nedsat. For igen at sætte gang 
i væksten blev kulturen fortyndet 1:1 med friskt TB/kaliumphosphat/ampicillin medie, og fordelt ud på 
16 kolber med 250 ml i hver. Herefter blev de sat på is for at give dem et kuldechok, som ville få 
bakterierne til at producere yderligere protein ved efterfulgt opvarmning og inducering. Efter 
kuldechokket blev de 16 kolber sat i rysteinkubator denne gang v. 30 °C og 100 rpm. Denne temperatur 
var blevet fundet optimal gennem et small scale assay, hvor protein produktionen ved forskellige 
temperaturer var blevet sammenlignet på SDS-PAGE. Det samme gjaldt den efterfølgende 
induceringstid.  
 
Efter 45 minutter var mediet blevet varmet op, og der blev tilsat 2,5 ml 100 mM IPTG til hver kolbe for 
at inducere proteinproduktionen. Fire timer efter induceringen blev kolberne sat på is, og blev herefter 
hele tiden opbevaret koldt for at undgå denaturering og nedbrydning af proteinerne. Indholdet blev 
overført til centrifugerør i en SLA3000 rotor. Bakterierne blev spundet ned ved 5.000 rpm (4.221 g) i 10 
minutter ved 4 °C. Da fusionsproteinet befandt sig intracellulært, blev supernatanten smidt ud, og rørene 
med pellets sat på køl til dagen efter, eller frosset ned hvis der gik flere dage før proceduren blev fortsat. 
 
Pellets blev opløst i 5 ml iskold tris-buffer med proteasehæmmer. Proteasehæmmeropløsningen 
indeholdte ethylendiamintetraeddikesyre (EDTA) og benzamidin som inhiberede de proteaser, som 
naturligt forekom i bakterien, og forhindrede derved nedbrydning af proteinerne. EDTA er en chelat, 
der binder metaller, så de ikke er tilgængelige for metalloproteaser, som derved inaktiveres. Benzamidin 
er en kompetitiv inhibitor af serin proteaser. Desuden indeholdte proteasehæmmeropløsningen 
natriumazid som virker bakteriostatisk, og forhindrede yderligere vækst af bakterierne, da dette ikke 
længere var ønsket. 
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For at gøre proteinet tilgængeligt skulle bakteriernes cellevægge brydes. Til dette anvendes en fransk 
presse. Hele voluminet køres igennem den franske presse i alt fire gange, hver gang med et tryk på 700-
1.000 bar. Produktet overføres til centrifugerør i en SS-34 rotor og spindes med 12.900 rpm (19.891 g) i 
20 minutter og 4 °C. Herved ender større organeller og membranrester i pellet. Supernatanten, der 
indeholder alle de cytosoliske proteiner herunder det ønskede fusionsprotein, gemmes til den 
efterfølgende proteinoprensning. 
 
Cytosolen fra proteinproduktionen (ca. 50 ml) blev overført til en dialysemembran med en cut off værdi 
på 3,5 kDa, for at fjerne de mindste molekyler. Dialysen foregik ved 4 °C imod 2,5 liter tris-buffer. 
Bufferen blev skiftet to gange – efter fire timer og efter 20 timer. Fire timer efter det sidste bufferskift 
blev prøven fortyndet i tris-buffer, så et volumen på ca. 200 ml opnås, for at gøre den efterfølgende 
filtrering mindre kompliceret. Filtreringen skete over fire trin, med stigende grad af finheden af filtreret. 
Filtre med porestørrelsen 8 µm, 0,8 µm, 0,65 µm og til sidst 0,45 µm blev brugt. Herved blev de største 
urenheder fjernet, for at sikre at slangerne ikke blev stoppet, når prøven blev kørt på kolonne. 
 
Affinitetskromatografi (GST~glutathion) blev 
udført på en Pharmacia XK 50/20 kolonne (50 mm 
i diameter, 20 cm høj), pakket med glutathion-
sepharose. Kapaciteten var knap 400 ml, og efter 
pakningen var bedvoluminet ca. 200 ml. Inden 
hver brug blev kolonnen kalibreret med tre gange 
bedvolumen tris-buffer. Alle buffere, der blev kørt 
på kolonnen, blev sterilfiltreret og afgasset inden 
brug, for at undgå bakterievækst og luftbobler i 
systemet. Prøven med cytosol blev sat til at 
recirkulere på kolonnen natten over, med en 
hastighed på 0,5 ml/min. GSTen i fusionsproteinet 
bandt til glutathion på sepharosen, og blev derfor 
bundet i kolonnen, se Figur 47. Dagen efter stoppes recirkuleringen, og en UV-måler (280nm) blev 
koblet til systemet. Aromatiske aminosyrer (tyrosin, tryptofan og til dels phenylalanin) absorberer lys 
med bølgelængden 280 nm, og måleren kunne derfor detektere proteinerne, når de kom igennem flowet.  
 
En udskrift med markeringer fra UV-måleren fra oprensningen af fusionsprotein ses i Figur 48, og bliver 
beskrevet her. Hele kolonnen blev skyllet igennem med tris-buffer Figur 48 (A), så alle proteiner, der 
ikke var bundet til kolonnen, det vil sige alt andet end fusionsproteinet, blev skyllet ud. Dette blev gjort 
med en flowhastighed på 2,5 ml/min. Hvornår alle proteinerne var skyllet ud blev observeret på UV-
måleren. Når absorptionen nærmede sig nul, blev udskylningen med tris-buffer stoppet, og der blev 
skiftet til en opløsning med 100 mM reduceret glutathion i tris-buffer (B), stadig med 2,5 ml/min. Den 
relativt høje koncentration af frit glutathion forskød ligevægten af GST til det frie glutathion frem for 
det bundne, og fusionsproteinet blev elueret. I alt 250 ml glutathionopløsning blev kørt gennem 
kolonnen. Mens glutathion blev kørt på kolonnen, blev der på UV-måleren observeret, hvornår 
proteinerne blev elueret, og opsamling blev startet (C). Når de 250 ml glutathionopløsning var kørt på 
Figur 47. Sepharose (halvcirkel) med glutathion bundet til, 
hvor strukturen der er blottet er komplementær til GSTs 
bindingssite [GE-LifeSciences, Håndbog]. 
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kolonnen, blev der skiftet tilbage til tris-buffer (D), og opsamlingen fortsatte indtil UV-måleren viste at 
eluenten ikke længere indeholdte proteiner (E). Denne proces tog ca. 4,5 timer. 
 
 
Figur 48. Udskrift fra UV-måler ved en bølgelængde på 280 nm, under eluering af fusionsprotein. (A): Udskylning af ubundne 
proteiner. (B): Frit glutathion køres på kolonne. (C): Opsamlingsstart. (D): Tris-buffer køres på kolonne (E): Opsamlingsslut. 
 
Den opsamlede fraktion på ca. 300 ml indeholdte glutathion, fusionsprotein og evt. andre proteiner der 
har kunnet binde til glutathion. Prøven blev opkoncentreret ved ultrafiltrering, hvor et filter med 
molekylevægt cut-off på 10 kDa, og et lufttryk med nitrogen på 4 bar, blev anvendt. Prøven blev 
ultrafiltreret indtil et volumen på 30 ml var opnået. 
 
AFP-mix 
Mængden af protein i prøven blev målt, for at vurdere hvor meget thrombin, der skulle tilsættes. Dette 
blev gjort med Bio-Rad’s Protein Assay, som er baseret på Bradfords procedure [Bradford, 1976]. 
Prøverne blev blandet i forholdet 1:100 med 1X Bradfordreagens, og inkuberet i 5 minutter. Herefter 
blev absorbansen målt ved 595 nm, efter at spektrofotometeret var blevet nulstillet med en blank prøve 
med tris-buffer i bradfordreagens. Absorbansen blev omregnet til proteinkoncentration ud fra en 
standard kurve lavet tidligere på samme spektrofotometer. Da prøvens proteinindhold var blevet 
udregnet, blev der tilsat 1 U thrombin pr. mg protein. Prøven blev sat til at kløve under svag omrystning 
ved stuetemperatur natten over. Inden brug til forsøg blev prøven dialyseret med 3,5 kDa cut off, for at 
fjerne frit glutathion. Til dialysen blev der anvendt 3x3 liter tris-buffer (4, 16 og 4 timer). 
 
Proteinet blev i denne omgang ikke forsøgt oprenset mere. Yderligere oprensning kunne have ført til et 
for stort tab af antifryseprotein, så der ikke ville være tilstrækkeligt til fryseforsøg, hvilket var tilfældet 
ved første oprensning. Denne proteinopløsning blev brugt til fryseforsøg under navnet AFP-mix, da 
prøven var blandet med andre proteiner, såsom GST og fusionsprotein.  
 
GST 
Da AFP-mix indeholdte GST, blev der anvendt en prøve kun indeholdende GST til kontrolforsøgene, for 
at undersøge om en eventuel effekt fra AFP-mix skyldtes GST frem for AFP. E. coli BL21/pGEX-2T 
(uden AFP-insert) blev anvendt til dyrkning af GST, som ellers fulgte den samme procedure som 
E B 
C 
D 
A 
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produktionen af AFP-mix, dog blev der undladt at tilsætte thrombin. Prøven blev også kørt på 
glutathion sepharose kolonne, og resultatet fra UV-måleren kan ses i Figur 49.  
 
 
Figur 49. Udskrift fra UV-måler ved en bølgelængde på 280 nm, under eluering af GST. 
 
Ren AFP 
15 ml af det tilbageværende AFP-mix blev blandet med 15 ml 10 % TCA. Efter 15 minutter var hvidt 
bundfald dannet, og prøven blev spundet ned i 10 minutter ved 4.150 g. Bundfaldet indeholdte GST, 
fusionsprotein og thrombin, mens det frie AFP befandt sig i supernatanten. Supernatanten (25 ml) blev 
dialyseret i 1 kDa membraner imod Milli-Q vand, for at fjerne TCA og salte, så prøven efterfølgende 
kunne frysetørres. Dialysen skete i 3x5 liter Milli-Q vand ved 4 °C. 
 
Efter dialysen blev prøven overført til 23 tarerede eppendorphrør med 1,5 ml i hvert. Endvidere blev der 
lavet et rør med 1,5 ml af væsken fra dialysen som kontrol. Rørene blev frysetørret og vejet igen, så 
mængden af protein kunne udregnes, ved at trække de to målinger fra hinanden. Kontrolrørets 
vægtøgning blev også trukket fra hvert enkelt rør, da dette var et udtryk for hvor mange salte, der ikke 
blev fjernet under dialysen, og derfor stadig befandt sig i prøverne. De frysetørrede prøver med ren AFP 
var herefter klar til brug til fryseforsøg. 
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Hysteresemålinger 
I Tabel 12 præsenteres alle de hysteresemålinger der blev lavet. I metodeafsnittet beskrives, hvordan 
smeltepunktet (Tm), temperaturen hvor små iskrystaller blev opnået (Ts) og frysepunktet (Tf) er 
defineret. Hysteresen (Th) er forskellen mellem smeltepunktet og frysepunktet (Tm - Tf).  
 
Protein Tm Ts Tf Th 
Ren AFP 
0,5 mg/ml 
-0,89 -0,91 -3,41 2,52 
-0,89 -0,91 -3,26 2,37 
-0,89 -0,91 -3,31 2,42 
Ren AFP  
5 mg/ml 
-0,89 -0,91 -5,83 4,94 
-0,89 -0,91 -5,93 5,04 
-0,89 -0,91 -5,83 4,97 
Ren AFP  
0,5 mg/ml i Ringer 
-3,56 -3,58 -3,98 0,42 
-3,56 -3,58 -4,11 0,55 
Ren AFP 
5,0 mg/ml i Ringer 
-3,69 -3,71 -8,43 4,74 
-3,69 -3,71 -8,84 5,15 
-3,69 -3,71 -8,59 4,90 
AFP-mix 
9,8 mg/ml 
-0,80 -0,82 -5,35 4,55 
-0,80 -0,82 -5,00 4,20 
AFP-mix 
0,98 mg/ml 
-0,77 -0,79 -3,14 2,37 
-0,77 -0,79 -3,00 2,23 
GST (egen) 
14,8 mg/ml 
-0,82 -0,84 -1,33 0,51 
-0,82 -0,84 -1,31 0,49 
GST (egen) 
7,8 mg/ml 
-0,81 -0,83 -0,81 - 
-0,81 -0,83 -0,81 - 
GST (kommerciel) 
15 mg/ml 
-0,57 -0,59 -0,57 - 
-0,57 -0,59 -0,57 - 
Blank (Tris-buffer) 
-0,76 -0,78 -0,76 - 
-0,76 -0,78 -0,76 - 
Fusionsprotein 
9,8 mg/ml 
-0,91 -0,93 -1,50 0,59 
-0,84 -0,86 -1,41 0,57 
-0,84 -0,86 -1,42 0,58 
Ren AFP 
0,25 mg/ml 
-0,45 -0,47 -1,81 1,36 
-0,45 -0,47 -1,96 1,51 
-0,45 -0,47 -1,78 1,33 
Tabel 12. Hysteresemålinger. 
 
Tm blev kun målt én gang for hver prøve, inden hysteresemålingerne blev lavet. Denne temperatur var 
dog ikke helt konstant for hver prøve under målingerne. På grund af denne ustabilitet i smeltepunktet, 
blev alle Ts værdierne sat til 0,02 °C under smeltepunktet, selvom de ikke blev målt til det samme hver 
gang, men da størrelsen på de opnåede iskrystaller var den samme, blev forskellen mellem Tm og Ts 
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fastsat til 0,02 °C. Da f-værdier er baseret på forholdet mellem Tm og Ts var der derfor ingen grund til at 
medtage disse. 
 
SDS-PAGE 
Alle reagenser samt kammeret der blev anvendt til SDS-PAGE var fra Invitrogen, og proceduren der 
blev anvendt fulgte deres protokol. Gelerne anvendt var 4-12 % Bis-Tris mini gels. Proceduren beskrives 
her. 
 
’x’ µl Loading reagent (2X) blev lavet: x*0,2 µl 10X reducing agent + x*0,5 µl 4X LDS sample buffer + x*0,3 
µl Milli-Q vand. Størrelsen af ’x’ afhang af antallet af prøver, der skulle loades på gelen. Loading 
reagenten blev blandet 1:1 med 15 µl prøve, der som regel var opløst i tris-buffer, og blev denatureret på 
varmeblok i 10 minutter v. 80 °C. 15 µl overføres til hver brønd i gelen, der var placeret i 
elektroforesekammeret med MES runningbuffer. Kammeret blev koblet til en strømkilde med 200 mV 
og kørt i ca. 45 minutter. Gelen blev herefter overført til fikseringsvæske i 10 min, og efterfølgende 
farvet med Coomassie Blue i en time. Dernæst blev gelen dækket med affarvningsvæske, som jævnligt 
blev skiftet, indtil der var fremkommet tydelige bånd på gelen. Gelen blev scannet med et densitometer, 
og billedet blev herefter justeret i programmet ’Quantity One’ til selv samme formål. 
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10.2 Appendiks 2 – Fryseforsøg og databehandling 
Her præsenteres alle rådata, og behandlingen af disse, fra forsøg 3, for at vise et eksempel på hvordan 
resultaterne for fryseforsøgene er fremkommet. I samme forbindelse beskrives proceduren for 
fryseforsøgene i detaljer. 
 
De første data, der blev indsamlet, var tal for overlevelsen inden nedfrysningen. Denne blev bestemt, 
umiddelbart inden cellerne blev tilsat prøverne og herefter frosset ned. Overlevelsen blev bestemt på 
ny-trypsinerede celler, der var blevet farvet med trypan blå. 
 
20 µl cellesuspension var blevet overført til 80 µl trypan blå. Efter 5 minutters farvning blev en prøve 
overført til et Bürker-Türk tællekammer, og levende og døde celler blev talt i de fire hjørner. Resultatet 
for forsøg 3 så således ud: 
 
 Hjørne 1 Hjørne 2 Hjørne 3 Hjørne 4 Total 
Levende 86 80 76 53 295 
Døde 1 2 1 0 4 
 
Overlevelsesraten blev udregnet ved at dividere antallet af levende celler (295) med det samlede antal 
celler (295+4) og derefter ganget med 100. I dette tilfælde fås 98,66 %. Dette var overlevelsesraten på 
cellerne, inden de blev frosset ned, og derfor en faktor der senere skulle korrigeres for. 
 
Cellekoncentrationen udregnes også, og skulle bruges til at udregne, hvor mange µl celleopløsning der 
skulle tilsættes de enkelte prøver for at opnå en koncentration på 106 celler pr ml. Da prøvernes 
frysevolumen skulle være 250 µl, skulle der tilsættes 250.000 celler til prøven for at opnå den ønskede 
koncentration. Derfor blev der udregnet, hvor mange µl af celleopløsningen der indeholdte 250.000 
celler. Udregningen følger her. 
 
Hvert hjørne på tællekammeret, der blev talt, havde målene 1*1*0,1 mm, hvilket giver 0,1 mm3. Summen 
af de fire talte hjørner var derfor 0,4 mm3, svarende til 0,4 µl, eller 1/2.500 ml.  
 
Antallet af observerede celler i de 0,4 mm3 blev ganget med 2.500 for at få antallet af celler per ml. Dette 
tal blev ganget med fem, for at modregne den fortynding (1:4), der blev lavet med trypan blå. I dette 
eksempel får vi 299 * 2.500 * 5 = 3,7 *106 celler/ml.  
 
250.000 blev divideret med dette tal, for at få det volumen der indeholdte 250.000 celler. I eksemplet fås 
0,067 ml, eller 67 µl. 
 
Hvis alle disse mellemregninger trækkes sammen, kan samme resultat fås ved at dividere 20.000 med 
antallet af observerede celler i de fire kamre. 
 
20.000
𝑎𝑛𝑡𝑎𝑙 𝑜𝑏𝑠𝑒𝑟𝑣𝑒𝑟𝑒𝑑𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑙𝑒𝑟
=
20.000
299
= 67 
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Til prøverne blev der derfor tilsat 67 µl celleopløsning (i ringermedie), 25 µl proteinopløsning (tris-
buffer) og til sidst 158 µl ringermedie, for at få et totalvolumen på 250 µl. Prøverne blev herefter frosset 
ned. 
 
Den følgende dag, efter at prøverne var blevet tøet op, og havde rehydreret, blev overlevelsen bestemt 
igen. Denne gang blev en farvet prøve overført til begge sider af tællekammeret, for at få flere 
observationer til at understøtte resultatet. For hver prøve der blev undersøgt, fremkom otte tal for 
levende celler, og tilsvarende otte for døde. Disse blev slået sammen, og overlevelsesraten for hver enkelt 
prøve blev udregnet og korrigeret med overlevelsesraten fra før frysningen. Et eksempel på udregningen 
af prøve 1 i forsøg 3 vises her: 
 
𝑂𝑣𝑒𝑟𝑙𝑒𝑣𝑒𝑙𝑠𝑒𝑠𝑟𝑎𝑡𝑒 =
𝑙𝑒𝑣𝑒𝑛𝑑𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑙𝑒𝑟
𝑐𝑒𝑙𝑙𝑒𝑟 𝑖 𝑎𝑙𝑡
𝑂𝑣𝑒𝑟𝑙𝑒𝑣𝑒𝑙𝑠𝑒𝑠𝑟𝑎𝑡𝑒 𝑓ø𝑟 𝑓𝑟𝑦𝑠𝑛𝑖𝑛𝑔
× 100 =
119
194
98,66
× 100 = 62,2 % 
 
Tabellen nedenfor viser resultaterne for samtlige 12 prøver fra forsøg 3. Cellekoncentrationen blev 
udregnet på samme måde som før frysning, og bruges her kun for at sikre, at koncentrationen var 106 
celler/ml i hver enkelt prøve under frysningen. 
 
Prøve m. GST Overlev. Døde Overlev. rate Cellekoncentration 
1 119 75 62,2 1.212.500 
2 78 64 55,7 887.500 
3 88 65 58,3 956.250 
4 101 70 59,9 1.068.750 
5 115 67 64,0 1.137.500 
6 91 90 51,0 1.131.250 
Middelværdi   58,5 1.065.625 
     
Prøve m. AFP     
1 133 80 63,3 1.332.250 
2 136 42 77,4 1.112.500 
3 168 39 82,3 1.293.750 
4 79 119 40,4 1.237.500 
5 107 58 65,7 1.031.250 
6 110 43 72,9 956.250 
Middelværdi   67,0 1.160.417 
 
Ud fra disse data præsenteres resultaterne. Punktdiagrammerne bygger på de enkelte prøvers 
overlevelsesrater, mens søjlediagrammerne viser middelværdien. Herudover præsenteres resultaterne 
også med statiske redskaber. 
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Først og fremmest regnes standardafvigelserne ud for hver gruppe af data. Disse bliver angivet på 
søjlediagrammerne. Standardafvigelserne udregnes ud fra nedenstående formel, som bruges til at 
estimere afvigelsen på basis af en stikprøve: 
𝑠𝑑 =  
 (𝑥 − 𝑥)2
𝑛 − 1
 
 
Hvor 𝑥 er middelværdien for prøverne, 𝑥 er overlevelsesraten for den enkelte prøve og n er antallet af 
prøver. Standardafvigelsen angiver afvigelserne fra middelværdien, og angives derfor som 𝑥 ± sd. Tages 
der igen udgangspunkt i forsøg 3, er 𝑥 = 58,5 og n = 6. Indsættes disse i formlen, sammen med 
overlevelsesraten for hvert enkelt prøve fås sd =4,71. 
 
Herefter undersøges det, om der er signifikant forskel i overlevelsesraten mellem prøverne som følge af 
den eksperimentelle behandling. Her foretages først en såkaldt F-Test, for at se om varianserne på data 
mellem de to behandlinger er forskellige (p<0,05). F-Testen genererer en værdi, som, alt efter 
frihedsgraden, viser, om null-hypotesen (varianserne er ens) kan forkastes eller ej. F-værdien udregnes 
på følgende måde. 
 
Først defineres 𝑆𝑥
2  og 𝑆𝑦
2  : 
 
𝑆𝑥
2 =
 (𝑥 −𝑥𝑖)
2𝑛
𝑖=1
𝑛−1
   og   𝑆𝑦
2 =
 (𝑥 −𝑥 𝑖)
2𝑚
𝑖=1
𝑚−1
 
 
Hvor x omhandler prøver af den ene behandling, og y omhandler prøver af den anden. N er antallet af 
prøver med x-behandlingen, og m er antallet af prøver med y-behandlingen, med n-1 og m-1 
frihedsgrader. Forholdet mellem disse to værdier udtrykker F-værdien: 
 
𝐹 =
𝑆𝑥
2
𝑆𝑦
2 
 
Ud fra værdien kan sandsynligheden for, om varianserne er ens, findes. Giver denne en p-værdi under 
0,05, er varianserne uens. Fortsættes eksemplet med forsøg 3, giver F-testen, når de to varianser 
sammenlignes, p=0,03, og varianserne er derfor ikke ens. 
 
Om varianserne, på de datasæt der skal sammenlignes, er uens, er afgørende for, hvilken statistisk test 
der skal bruges til at sammenligne middelværdierne. Hvis varianserne er ens, kan der anvendes stærkere 
analyser (parametriske).  
 
Til sammenligning af middelværdierne blev der brugt to forskellige to-sidede T-Tests til dobbelte 
stikprøver, alt efter om varianserne var ens eller ej. I tilfælde af ens varianser blev den homoscedastiske 
T-Test brugt, som har formlen: 
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𝑡 =
𝑥 − 𝑦 
 
 𝑛 − 1 𝑆𝑥
2 + (𝑚 − 1)𝑆𝑦
2
𝑛 + 𝑚 − 2 ∗
 1
𝑛 +
1
𝑚
 
 
I denne test er frihedsgraden n+m-2, som sammen med t-værdien bruges til at fastslå om forskellen på 
middelværdierne er signifikant. 
 
Den heteroscedastiske T-Test, der anvendes ved uens varianser, har formlen: 
 
𝑡 =
𝑥 − 𝑦 
 𝑆𝑥
2
𝑛 +
𝑆𝑦
2
𝑚
 
 
For at finde ud af om t-værdien viser, om der er signifikant forskel mellem de sammenlignede 
middelværdier, skal frihedsgraden (fg) findes ud fra følgende formel: 
 
𝑓𝑔 =  
(
𝑆𝑥
2
𝑛 +
𝑆𝑦
2
𝑚)
2
(
𝑆𝑥
2
𝑛 )
2
𝑛 − 1 +
(
𝑆𝑦
2
𝑚)
2
𝑚 − 1
 
 
Tager vi igen udgangspunkt i forsøg 3, hvor F-testen viste uens varianser, og sammenligner 
middelværdierne med en heteroscedastisk T-test, får vi p=0,26 – middelværdierne er ikke signifikant 
forskellige. 
 
I de ovenstående eksempler er der kun sammenlignet to middelværdier. Når flere middelværdier skal 
sammenlignes anvendes ANOVA, og dermed også andre statistiske tests, som beskrives her. Disse tests 
blev lavet i programmet Systat 12. 
 
Fremgangsmåden er overordnet den samme. Varianserne, i de datasæt der skal sammenlignes, bliver 
undersøgt, for at se om de er ens eller uens. Til dette anvendes Levene’s Test. 
 
𝑊 =
(𝑁 − 𝑘)
(𝑘 − 1)
∗
 𝑁𝑖(𝑍𝑖 . − 𝑍..)
2𝑘
𝑖=1
  (𝑍
𝑁𝑖
𝑗=1 𝑖𝑗
− 𝑍𝑖 .)2
𝑘
𝑖=1
 
 
Hvor k er antallet af datasæt der sammenlignes, N er det totale antal samples, Ni er antallet af samples i 
det i’ene datasæt, Zij er den absolutte forskel mellem observationen j og middelværdien i, Z.. er 
gennemsnittet af alle Zij og Zi. er gennemsnittet af Zij i gruppen i. Frihedsgraderne er her k-1 og N-k. 
Værdien W kan, sammen med frihedsgraderne, afgøre, om forskellen mellem varianserne er signifikant. 
Er forskellen mellem to eller flere af varianserne signifikant, kan datatransformation anvendes i forsøg 
på at ændre på dette. 
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Alt efter hvilket svar Levene’s test gav, anvendes nu den ene eller den anden slags parvise test, som 
sammenligner alle datasættenes middelværdier på tværs af hinanden. Viste Levene’s test at varianserne 
var ens, blev der anvendt Tukey’s test: 
 
𝑄 =
 𝐴 − 𝐵 
𝑠𝑑
 𝑛
 
 
Hvor A og B er de to middelværdier der sammenlignes, sd er standardafvigelsen og n er antallet af 
samples i den mindste af de sammenlignede grupper. Frihedsgraderne er her også k-1 og N-k. 
 
Viste Levene’s test derimod at der var uens varianser på minimum to af datasættene, anvendes Games-
Howell test. 
𝐺 =
 
𝑆𝑥
2
𝑛 +
𝑆𝑦
2
𝑚
2
 
 
Frihedsgraden til Games-Howell testen udregnes med følgende formel: 
 
𝑓𝑔 =
 
𝑆𝑥
2
𝑛 +
𝑆𝑦
2
𝑚 
2
 
𝑆𝑥
2
𝑛  
2
𝑛 − 1 +
 
𝑆𝑦
2
𝑚 
2
𝑚 − 1
 
 
 
I alle statistiske tests er signifikansniveauet sat til p=0,05. 
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10.3 Appendiks 3 – Materialer og opløsninger 
Her er materialer og opløsninger, der er nævnt i metoden, listet, og opdelt efter hvilket afsnit de hører 
til. Findes der ikke et katalognummer på produktet, er produktnavnet skrevet ind i parentes i stedet. 
 
Celler 
Emne Producent Katalognr. 
Nyreceller ATCC-LGC CCL-102 
DMEM-medie Invitrogen 31885023 
Kalveserum Biochrom S-115 
Penstrep Invitrogen 15070063 
Easyflasks Nuncbrand 156367 
Trypsin Invitrogen 15070063 
Trypan blå Sigma-Aldrich T8154 
Osmometer Wescor (Vapro5520) 
Stereolup Leica (DM IL LED) 
 
Antifryseprotein 
 
 
Opløsning Indhold 
TB (Terrific Broth) Pr. liter: 12 g bacto tryptone, 24 g yeast extract, 8 ml 50 % glycerol 
Kaliumphosphatbuffer 170 mM KH2PO4, 550 mM K2HPO4 •3H2O 
Tris-buffer 0,1 M tris, 0,1 M NaCl, justeret med HCl til pH 7,3 
Proteasehæmmer 0,1 % NaN3, 5 mM benzamidin, 10 mM EDTA (opløst i tris-buffer) 
Fikseringsvæske 50 % eddikesyre, 10 % ethanol 
Afblegningsvæske 10 % eddikesyre, 30 % ethanol 
 
Emne Producent Katalognr. 
Rysteinkubator Infors HT (CH 4103) 
Dialysemembran Spectrum labs 132 725 
Glutathion Sepharose GE-Healthcare 17-5279-01 
Pumpe & UV-måler Bio-Rad (P900, UV900) 
Kammer til ultrafiltrering Millipore 5124 
Bradfordreagens Bio-Rad 500-0006 
Osmometer Otago - 
Elektroforesekammer Invitrogen EI0001 
SDS-PAGE Invitrogen NP0322BOX 
Runningbuffer (SDS) Invitrogen NP0002 
Samplebuffer (SDS) Invitrogen NP0007 
DTT (SDS) Invitrogen NP0004 
Densitometer Bio-Rad (GS710) 
Ionbytningskolonne GE-Healthcare 17-1153-01 
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Bakterie-ID Cellebank Anvendt til 
ALO3622 Anders Løbner-Olesen, NSM, RUC AFP-produktion 
ALO3646 Anders Løbner-Olesen, NSM, RUC GST-produktion 
 
Fryseforsøg 
Emne Producent Katalognr. 
Termoelement Cole-Parmer 92800-15 
Mr. Frosty Nalgene 5100-0001 
Kryorør Nuncbrand 377267 
Brønde Sigma-Aldrich CLS3524 
DMSO Sigma-Aldrich 472301 
BSA VWR 441555J 
GST Sigma-Aldrich G6511 
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10.4 Appendiks 4 – Aminosyresekvens på RmAFP#1 
Sekvensen på det anvendte AFP fra R. mordax er (N- til C-terminal): 
 
YSCRAVGVDA STVTDVQGTC HAKATGPGAV ASGTSVDGST STATATGSGA TATSTSTGTG 
TATTTATSNA AATSNAIGQG TATSTATGTA AARAIGSSTT SASATEPTQT KTVSGPGQTA 
TAIAIDTATT TVTAS 
 
Naturligt forekommer et signalpeptid på 10 aminosyrer (MLTSPAIAHA) foran denne sekvens. Dette er 
ikke medtaget i E. coli konstruktet. Det færdige protein indeholder, i forbindelse med anvendelsen af 
GST-genfusionssystemet, aminosyrerne G og S på N-terminalen. 
 
  
 
 
 
